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序章

1)酸素と活性酸素 1-4)

R量点分子の 1el1子還元体である sup巴roxid巴(U2-.)をはじめ、 2電子還元体の過酸化水

素 (hydrogenperoxide. H2U2)、 3屯子還元体の hydroxy1radical (' OH)、そして限素の励起

状態である 1ili:項酸素 (1U2)を合め、これらの分子種は「活性酸素Jと呼ばれている。

好気的生物にとって限素は、 l仔l肢における段終的な電子受容体として、またR変化防素

や般Ai茶、加1M素のJ左質として重要な役¥1討を担 っている。分子状酸素は通'i;¥'3lli.iJi状態で

l'f.u，し、主に 1m:項状態の物質からなる立体の織成成分とは反応性に乏しく、生体内で

安定に存在する。ところが不必要に還元されたり、励起され反応性に岱んだ活性酸素種

になると、生体内の標的分子(タンパク質、核酸、脂質)を攻撃し、生体を酸化的スト

レスに脅かすことになる。いわゆる般家毒性が発侍される。炎症や発痴をはじめ極々の

疾忠や老化現象にもこれられ性酸素極が関与することが知られている。生体内に存在す

るsuperoxidedismutぉ e(SOD)やcatalお巴などの活性敵素消去酵素や、アスコルビン酸、

トコフエ ロールなどのピタミン類は、抗般化作用を示し通常の酸化的ストレスから生体

を防御している。このバランスがJiJjれ般化的ストレスが過剰になると疾患にいたると考

えられている。

化体内での前性殴素租!生成は必ずしも怒〈働くとは限らない。例えば、生体に混入し

た災物をり|除するために働<IコIUl球、マクロファージなどは、食作用において種々の活

'VI殴素砲を産生して殺菌、 消化を行う 。また、キノン系制痛斉IJの制嫡活性やパラコート

による除草作川は、活性酸素杓の生成を作 って活性を発現する。こ れらは実際の薬物と

して大変利川価値の高いものである。こうしてみてくると、 1I古性酸素砲の生成と消去

を，なのままに制御すること」こそが、生体を種々の疾，¥1:，から守る重要な鍵であり、我々

に'jえられた課題であることが分かる。
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2)パラコートと活性酸素増産剤

パラコート (methylviologen， MV2+， paraquat， PQ2+)はその電子的性質から、古くから

屯了・伝達系の上流での電子受符体色素として生化学的に用いられてきたの。また化学的

にも人工光合成を構築する試みや屯極反応の mediatorとして頻繁に川いられている 6，7)。

パラコートの除草元}J泉は絞めて布く j良薬として一斉に広まったが、誤川や乱ITJによる人

に対するi1F.t'tも強く、現在では他のJ2楽に]政って代わられているの。

パラコート 8-17) は活't~酸素増産斉IJ として肢も良〈研究されている化合物の一つであ

り、その活性M:*il[i生と作j日発現のメカニズムは SchemeO-lのように考えられている。

すなわち、生体内で 1m子還元されて生じたパラコートカチオンラジカルが敵素によっ

てf1Jl'i変化されると同H与に匂ーを産生し、この匂ーやそれから派生する前性敵素騒が細

胞|符害を引き起こすというものである。Chart0-1に示した 4級塩化合物 8-17)、キノン

類 18・21)、ヘテロペンタレン類 22，23)などは、このような般化還元サイクルによって活

CH3 

Scheme 0・1.Mechanism of Paraquat Toxicity 
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'1'1:限 *Hl を jl(i: ~Lすることが主11 られている。また、当教室でもヘテロベンタレン類 24 ， 25 )

やベンゾフラザン知 26-28) が活性敵素J:(~g(i:作川を持ち、大腸『凶に対し酸素依存的な i竹舶

阻害効果を発拘iすることをIYJらかにしてきた。活性酸素増産作用を示す化合物の中には

生物活性を示すものが多く 29)、新たな前性問主素地産斉IJを見い山し、 そのメカニズムを

解IYJすることは重要であると考えられる。
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3)酸化還元電位 30，31)

電極反応、化学的酸化還元反応などに見られる~子の流れを規定しているものは物質

の般化還元7町立である。すなわち際化還元m位がマイナス側のものからプラス ~!IJ のもの

に屯子がながれる。言い換えれば般化還元~[{立がマイナス側のものほど還元プJが強〈、

般化還元電位がプラス ~!IJ のものほど酸化力が強い。呼吸鎖電子伝達系や光合成系など生

命前動に兄られる ~子の流れも両変化還元f町立に依存しているが、分子問での屯子の授受

は柑めて秩序だっている。これらの系では般化還元電位差のギャップを思めるようにm
子伝達体がならび、スムーズな屯子の流れと効事の良いエネルギーの獲得を可能にして

いる。このfE予伝達における特異性はそこに介在するタンパク質が担っており、タンパ

ク質による認識が兎要な~閃となっている。

化合物のR変化還元電位は~了ーとの親和1 1"1を示す尺j支であり、分子軌道の段低空軌道

(LUMO)と{lIJ刻があると言われている。一定の条件下で化合物の酸化遼元電位は変わら

ないが、周Dllの環境が変化すると化合物の円変化還元電位も変化する。例えば溶媒の効果

が挙げられる。パラコー トの般化還元電位は有機溶媒中で -450mV (vs. SCE)であるが、

水中では -680mV (vs. SCE)となる。また両立素の般化還元電位は有機溶媒中ではが]ー0.9V 

(vs. SCE)であるが、水'"1'では約 0.3V (vs. SCE)となる。これら溶媒効果は化合物の 1

75子還元による極'VI:の変化と溶媒の緩性とで説明される。すなわち、l電子還元される

ことで極性が下がる化合物は、その l電子還元休が徳性の低い溶W'1Jで安定化されるた

め有機溶媒1J1で還元されやすい。逆に l電子滋元されることで極性が上がる化合物は、

その l電子還元休が極セlのiFiiい浴WlJJで安定化されるため水中で還元されやすい。また、

鉄鈴体の酸化還元屯位は両日位子の違いによって大きく変化する (Table0-1)。こうした活

性中心を取り巻く環境による般化還元市位の変化は般化還元特性をもっ化合物がタンパ

ク質'1"に取り込まれた際に、その環境に応じて異なる酸化還元特性を示すと考えら れる。

屯子伝達系のm成成分の 1J 1 には、同じへムを内包しながらも、異なる再変化還元~11位を示
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すシトクロム成分がある。生体はこれら分子程の酸化i塁元特性を有効に利mしているが、

ここでよLられる酸化還元特性の述いはタンパク質の作る「環境jの巡いとして説明され

ている。このタンパク質の作る 「環境」 とは一体どのようなものなのか、またその「環

境」の速いによって化合物の般化還元f町立はどの程度変化するものなのか、興味がもた

れる問題である。

Table 0・1 Rcdox Potcntials1) of Various Fe3 +/Fe2 + System 

陀 acuo明 system EI!2 (V vs. NHE) 

[Fe(phen)3J3+/lFc(phen)312+ 1.06 

F巴3+or.!F巴2+on 0.77 aq" v aq 
(FeF613一j(Fe2++6F-) 0.40 

(F巴(CN)613ソlF巴(CN)6]4・ 0.36

[Fe(edta)]ーj[F，巴(edta)]2- 0.12 

[Fe(C204)3]3・j([F巴(C204)2]2-+C2042-) 0.02 

I)aαording 10陀 f.30

phen; 1.1O-phenanthroline 

はIta;ethyl巴n巴diarninetetraacet剖巴 ton

4)抗体触媒 (Catalyticantibodies) 

人工醇素の倉IJ製は、未知1の防索による作用機序の解明や合成化学的利m、また代替酵

素等による医薬への応用と多方市にわたる 円的を含み、有機化学者による大いなる夢の

lつである。 1986年にモノクロ ーナル抗体がエステルの加水分解反応を触媒したという

報告が Schultz32)とLemer33)の 2つのグループに よりなされ、抗体触媒(Catalytic

antibodies) という今迄の人工酵素の概念を大中日に上回る "tailor-madeenzyme"の可能性を

示す、 1つの新しい分野を築〈発端とな った。

抗体制!~の概念はもとを正せば、がJ 5011::前の Paulingのコメントに始まる。Pauling

は「酵素は1t11{そのものではなく、反応の選移状態を認識し、遷移状態を安定化するこ

とによって化学反応を促進するJと述べた 34)。これを受けて 1969年に Jencksは「遷

移状慾を安定に校倣する化合物があれば、それをハプテンとして免役し符られた抗体は
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その反応の遷移状態を安定化し化学反応を促進するだろうJと述べている 35)。すなわ

ちここに抗体触媒創製のためのスト ラテジーが既に確立さ れていたのである。 1980年

代になって、モノクローナル抗体の大~l~~IJ製技術が一般化してくると、それまで生化学

的にJIJいられてきた抗体を上記の概念に当てはめる試みが可能になった。その結果、現

在の抗体制!tettの成功に見事に結び付いたのである。

抗体触媒 36，37)は SchultzとLernerの 2つのグループを中心に展開されてきたが、 1JJ

JVJのエステル加水分解に始まり、転移反応、脱離反応、酸化還元反応などモノクローナ

ル抗体の司る反応例は 199551':1 n現在、約 30種程度、報告例は 100報を越えるほどに

なってきた。抗体触媒調製のためのストラテジーも当初の「遜移状態の安定化

(lransition-state stabiIization)J だけでなく、抗原抗体反応で見られるi停電的相互作llJを巧

みに利j日し抗体制jのアミノ酸残i1Jfを反応点とする方法 (baitand switch) 38・40)、enlropy

trap 法 4ト44)、mediumefft巴ct法 45)等も提唱されてきた。また天然の防素に見られるよ

うにピタミンなと'の補醇素や金属イオン等の中!日因子の活性を利用した試みもなされてい

る。 さらにはタンパク質工学の手法を取り入れ、免疫過程を経ずに抗体を得る方法

46，47)やcomputerdesignによる活性部位の構築などの試み 48-50)もなされるようになっ

，-，、。

今までに抗体触媒から得られた紡糸をまとめると応用可能なものは次の 3点が挙げら

れる。 lつ日は有機合成化学的利)TJである。生体内で起こることの知られていない

Dicls-AJder反応を進行させることもできるし (Diels-AJdrase)51-53)、化学的には 5貝環生

成にI'IJかう即応反応を、抗体の認識JJで6只環生成へと変換することもできる 54，55)。

また抗体がタンパク質であり不斉をも見分けることから、抗体触媒の大きな利点として

不汗選択的反応をJGい不tr収率で尖現することが可能である 56・58)。さらに、生成物を

86 % e.eの不斉収唱で gram-scaleで作ることにも成功している 59)02つ日は防索の作用

機}[;に対するアプローチである。 chorismatemutas巴という酵素の'i"11日イ本を模倣している

と考えられていた阻害剤をmいて符られた抗体触媒と天然の chorismat巴mutぉcとをX線

解析の結果を月]い、認識音11{立を比較することでその迷いを明らかにし、活性の上昇を予
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制IJする試みや新たな阻害剤の構築などを示唆するがi呆を得ている 60)03つ日は医薬へ

の応用である。創11胞レベルでの結果ではあるが、抗体触媒の添加lにより prodrugを活性化

し本来の効果を引き山すことにも成功している 61，62)。またペプチド加水分解活性を持

つ1'1己抗体がよLいだされており、その病理目的意義を含めて検討されている 63，64)。これ

らの結果は、モノクローナル抗体の新たな応用性を十分な可能性をもって示している。

逆に抗体触媒の欠点あるいは限界について考えてみると、次のような点が挙げられる

と思う。抗体はあらゆる分子に対し認識することが可能であり、この認識ブJがf!M!l作用

を起こす引き金となるが、反応に関与しない部分に対しでも強〈認識するため、抗体触

媒の行う反応では如繁に生成物剛容が見られる。そのため|分な回転数が得られず、こ

のことは有機令!点的応月lには不利である。また、基質とへムなとeの補酵素を同H寺に認識

させ部位特á~的反応を行わせることや、 2 分子結合形成反応などはあまり得意ではない。

これは抗体の認識部位の表面積は 800-1000A2程度であるが、多分子問反応を行うのに

一|分な場がないものと考えられる。以上のような点に考慮しながらハプテンのデザイン

に工夫を施し、新たな抗体I!M!lのス トラテジーの1)日発及び抗体化学における理解の進歩

によって、これまでより優れた人工形素の創製が可能になると考えられる。

以上、モノクローナル抗体にN手素活性を付与する試みについて抗体制!媒という観点か

らの現状を概観したが、抗体をljiに免疫現象の産物として捉えるのみならず、化学的な

モノクローナル抗体の利用はタンパク質によるリガンド認識の解明や、付加価値の高い

化合物のp.1J製という意味において、格好のツールとなると考えられる。
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第 1章

トMethyI-4-phen)匂yridinium(MPP+)誘導体の

活性酸素増産作用 65)

ffrたな活性酸素増産剤の開発とそのfl'}日機rr;の解明を目的として、パラコートとの併

造JJi似性から l-rnclhyl-4-phcnylpyridiniurn(MPP+)という 4級庖化合物に治日した (Chart

ト1)0 MPP+と は パ ーキンソン病織症状を引き起こすことでま日られる

1-l11elhyト4-phenyl-1ム3，6-tetrahydropyridine(MPTP)の活性代謝物として見いだされた化合

物である (Scheme1-1) 66，67)。その活性発現にはむしろ活性酸素筏は関与していないと

いうのが定説である 67-69)。しかしその他造が極めてパラコートに類似していることと、

MPP+の 1m子還元体である MPP・が敵素と 3.1x109M-1s-1の速度で反応すること 70)

か ら 、 MPP+ はパラコート問機活松民主~ll'1，;m ~J として機能しうるのではないかと考えた。

その際化合物の酸化還元電位の違いが注目された 67)ので (PQ2+;E1/2=-455 mV (vs 

SCE)， MPP+; El/2=-1190 rnV (vs. SCE))、MPP+のフェニル基に種々の置換基を導入し、

そのfE子的性質の変化と活性敵素附産fitとのi刻わりについて訓べた。また酸素依存的な

生物所性を示すかどうかについても大腸菌をfI1いて検討した。

、、
m+ 
CH3 

Paraquat 

、、
m+ 
CH3 

Monoquat MPP+ 
3

P

 

N
'
山

附

Chart 1・1.Paraquat and its Analogous Compounds 
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L 酒-・・』

ルlPTP

enzyma/lC or spontaneoμsauto且 dation

MAO -H+ 
・ーーーー一ーーー一ー~・-

in brain 

MPOP+ MPOP 匹1PP.

Scheme 1-1. Toxic sioactivation of MPTP 
(modified according to ref. 67) 

-c -ー・ ~.*_-ーー・ーーーー
+c 

MPTP; l-m巴thyl-4-phenyl-l，2，3，6-t巴trahydropyridine，
恥1PDP;l-methyl-4-ph巴nyl-2，3-dihydropyridine，
MPP+; 1-m巴lhyl-4-ph巴nylpyridinium.

ー11-

MPP+ 



L 
匝圃圃・・ー

第 l節 MPP+誘導体の合成

パラコートとの椛造類似性を保つため、 MPP+のベンゼン環にI宜換基を導入した化合

物の合成を目指した。 MPP+誘導体の合成は、 4・pheny1pyridineを母化合物として Schem巴

ト2に従い 4・pheny1pyridine誘将体を合成した後、 CH31で 4級化することにより行った

(Scheme 1-3)。すべての化合物は再結品法により精製し、各種機器データにより構造を

lí(I: ，~，g した。また mon叫uat (l-m巴thy1-4-(4' -pyridy1 )pyridinium)の合成に関しては、従来は精

製したパラコートとの混合物より分離精製されていた 71)が、 4，4'-dipyridy1の 2∞mM

;f¥'Jえの CHCI3'制改'1'、 5当Ii::の CH31と室iR下焼J'Tするだけで、収率良く、 monoquatの

みを選択的に得られるという、f1!j使で大量合成可能な合成方法を見いだした (Scheme

1-4)。

ー 12-
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第 2節 MPP+誘導体の酸化還元電位

令成した各粍 MPP+誘導体について般化還元屯位を測定 した。測定はCH3CN小、 支

持~I!平賀として te凶巴thyl副nmonium perchlorateσEAP)を用い、アルゴン気流下、プラチ

ナ75板にて行った。参R{if町長は飽和カロメロ電極 (saturatedcalomero el∞trode; SCE)を汀l

いた。作ら れた両変化還元放を Chartト2a，bに示す。 敵化還元電位は還元波のピークと般

化波のピークの平均値 (21'-放電位)をもって示し、 その結果は Table1・lに示すとおり

である。 MPP+誘導体の般化還元屯位はiR換必の性質を良〈反映していた。すなわち、

cl1 (- 1反日 |性の ilt換必を導入すると般化還元 ~11位はプラス側へ移動し、還元さ れ易く な っ

た。逆に電子供与性のiE換法を導入すると般化還元電位はマイナス側へ移動 し、 還元さ

れにくくなった。 酸化還元7l1f立の肢もilT-ぃ化合物 1(-860 mV)と段も低い化合物 10

(ー1335mV)との問には約 500mVの開きがあった。

Table 1-1 Redox Potentials of MPP+ Derivatives 

compound EI(2 (mV) vs. SCE 

4'-N02 MPP+ (l) -860 

4にCNMPP+① 990 

4'-N+(CH3)3 MPP+ω 1050 

3・N+(CH3)3MPP+① 1050 

3'-N02 MPP+ (I) -1090 

4にCIMPP+(θ ー1145

MPP+ω ー1190

4'-NHCOCH3 MPP+ω ー1220

3'-NH2 MPP+ω 1250 

4'-NH2 MPP+ U旦) ー1335

monαluat Q!) 985 

paraquat ー455

TIle redox potcntials were measured in CH3CN at 1 mM 

und巴rargon atolllospher巴 atroom temperature with Pt 

巴lectr叫巴. Th巴 h，ufwav巴 potentials(E 1(2) versus a 

saturat巴dcaJom巴1el巴ctrode(SCE) w巴陀 d巴1巴nnIn巴dby 

cyclic voltamm巴try.

ー15-
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Chart 1・2a.Potential Curves of MPP+ Derivatives 
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MPP+誘導体の活性酸素増産能第 3節

MPP+誘導体の活性敵素地産能に ついて検討した。活性隊素増産自Eの測定は、

D-glucose、fe汀 icytochromec (cyt.c3+)の入った大腸閣の懸濁液に化合物を添加した際に

見られる Cytρ+の還元f訟の増加を550nmの吸収変化を追跡すること (Cyt.c法)により

行った。その結果、 Fig.lーlに示すように化合物工、 2、2をそれぞれ添加した際にパラ

コー トと同級 Cyt.c3+の還元が促進 された。 また、これらの化合物は濃度依存的に

Cyl.c3+の還元を促進した (Fig.ト2)0Cytρ+の還元速度は PQ2+>'!_>?>lの}IIITに速く、政

化還元7日立のJilIT待と良い有l限iを示した。MPP+(5)自身、そのほかの MPP+誘導体 (4、

~-.!Q) 、 mon叫uat (.!_.!_)を添加した場合には Cyt.c3+の還元は促進されなかった。化合物1、

2、2による Cyt.c3+の還元は superoxidcdismutase (SOO)の添加によりJ!jJえられ、この退
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Figure 1・1.Cyt. c rcduction mcdiated by PQ2+， MPP+ and 

MPP+ dcrivativcs at 100μM under acrobic conditions. 

Line 1， PQ2+; lin巴2，compound 1; line 3， compound 2.; line 4， compound.3.; 
line 5， MPP+ (2); line 6， none. 
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元がいずれも匂ーによるものであることが隊認された (Fig.1-3)。以上の結果から、合

成したMPP+誘導体のうち 3程の化合物がi百十1:敵素嶋産剤として機能しうることが分かっ

た。これらの化合物はいずれも MPP+(5)自身より般化還元電位が高く 、退元されやす

い。すなわち祈'rl:酸素噌産能を発flI1するために民主化還元電位は重要な妥悶であることが

示された。

また、 Fig.ト3で SODの存在下にもかかわらず、約 8分後から Cyt.c3+の還元が促進

された。アルゴン気流下で Cyt.c1去を行 ったところ、酸素がないにもかかわらず

Cyl.c3+の還元は促進された (datanot shown)。このことは化合物の還元体が直接 Cyt.c3+

を還元できることを示している 。限素が一|・分に存在する場合は、 化合物の還元体が

Cy!.ρ+を還元するよりも般素へ也子を波す速度が速いため、 SODの添加lによって

Cyl.c3+の還元はt'jJえられると考えられる。空気下で SODで阻害されない Cytρ+の還

元が.foられたのは、系cl'に存在する般家が大腸閣のl呼吸に よってがJ8 分で?ìH~ されてし

まったためと考えられる。化合物 lを例にとるとこの実験系で見られた現象は Scheme

}-5のようにまとめることができる。SODの存在下約 8分後から見られた Cytρ+の還

元述皮は、化合物のみ (SOD非存在下)を加えたときの速度とほとんど変わらないため、

k2、k3の反応速度はほとんど変わらないことが分かる。酸素存在下では SODの添加に

よってCyt.c3+の還元が抑えられることから、 k}はk2、k3に比べて速い と考えら れる。

-20-
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第 4節 MPP+誘導体の大腸菌に対する増殖阻害活性

MPP+ドl身tlll絞ll]:としての作j日を持っているため 67-69)、合成した一巡の化合物の生

物的制ーには興味がもたれる。また、そのi1i性が椴素依存的なものであるかどうかを調べ

るため、好気的及び嫌気的条fI:下において大腸一的 (B株、 VB12要求性)のIW殖に対する

影仰を検討した。 l自殖阻害活性は、 化合物の入った GM培地中で大腸菌を生77し、その

1:. fiの度合いを 620nmの濁度で測定した。GM培地とは、人工的に作られた主に無機

塩からなる府地であり、炭素協!として必要段小限のひglu∞seの入った栄養価の低いよ音

地である。嫌気下での測定は十分に般家を除いたグロープボックス内で同級に行った。

その結決、 化令物 1;が好気的条fI:下でM~üKlli't活性が強く、嫌気的条約ー下でその作用

が'1噌滅されることから、両主素依存的な生物活性を示すことが明かとなった (Figト4)。ま

た、その作用は波!互依存的であり (Fig.I-5)、Cyt.c法による結果と合わせて考えて、こ

の化合物による活性般家程の産生が生物i1i性に効いていることが示された。化合物 2、

4は限素の存在に関係なく大腸菌の地舶を阻害した。これらの作用機序は今のところ不

'YJであるが、 1古性限素産生による附筈は主な作用ではないと考えられる。 MPP+自身を

fTめ他の MPP+誘導体と monoquatには大腸閣の榊殖阻害活性は認められなかった。

-23-
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第 5節 MPP+誘導体の大腸菌に対する致死活性

さらに、土台殖阻il~活性の見られた化令物について大腸菌に対する致死活性を検討した。

致死前性は各1時間大腸閣を化合物と接触させた後、希釈し、プレー トにまき、 一l挽イン

キユベートしコロニー数を数えることによって比較した。その結果を Fig.I-6に示すo

IWA依存的なJ:('1殖!q[害活性を示した化令物 lは ImMでも致死活性を示さなかったが、

再宮本非依存的な1M始阻害活性を示した化合物 2、4はパラコートと同等あるいはそれよ

りも強い致死活性を示した。

100 

tI' 

刃

210 
3 
vl 

20 40 60 
Time (min) 

Figure 1-6. Lcthal clTccts of PQ2+ and MPP+ derivatives. 
The conditions wer巴accordingto ref. 89. The reaction media contained 

the following addiliv巴s(1 mM): line 1， compound 1; lin巴 2，compound 1; 
line 3， compound五;line 4， PCl2+. 
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第 6節結論と考察

i1J P;T.で検討した結果をChart1-3にまとめた。合成した MPP+誘導体のうち、 化合

物 lは前性民主;tJ世))1能を示しかっ大腸mに対し敵素依存的な増殖阻害活性を示した。そ

の*，';*、この化合物はパラコー トと同級、生物活性を持つ活性被素増産剣として機能す

ることが分かった。すなわち、般化還元サイクルによって活性酸素径を発現していると

与えら れる。しかし、パラコー トほど強力な致死活性は持っていなかった。 化合物2お

よび4は致死話料を含めて強)Jな生物治性を示した。 化合物 2は活性政素iW産能を示し、

化介物 4はi!i't'l:般"Ki('li!(i能を不さなかったが、同;fiは鰍気的条1'1:下でも大腸菌のj台舶を

~Il'，l::することから、こ れらの生物活性は限~~I ，依存的な も のである ということ ができる。

化合物 3は活性般家情産能こそ示したものの、 その活性は弱く大腸菌に対 し毒性を発照

するには至らなかった。結局 MPP+I~I 身には活性敵素増産斉IJとしての活性は認められな

かったが、電子吸引性のi置換基を羽入し還元さ れ易くなる ように変化させることで、

MPP+白身には兄られない活性敵;tl('l産能を見いだすことができた。

Chart 1-3. Summary of Scction 1 

EI/2 (mV) E~lracell~~ar 1 /2~~~V} ~s~~~;~'~id;' f:.?~';.~~/~n~~~~~~~ Lcthality 
vs. SCE F~~;;;~íi;;-; Aerobic/Anaerobic 

CH，_:tNJべ〉cH3 -455 Yes Yes/No Yes 

Paraquat 

CH，_:NJベコt-NO， -860 Yes Yes/No No 

4・-NO，MPP'ω

H，..!NJく)-CN -990 Yes Yes / Yes Yes 

4・-CNJ¥.1PP・w

C H 3 -+N"r，L¥. N 0/、2トMー一PI'も、J-ωj 、F N 02 
-1090 Yes No / ---

CH，..!NJく)-CI -1145 No Yes / Yes Yes 

4・-CIMPP・低}
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パラコ ー トのfl~;丘を 士J.l.!l!Îîとした新たな活性限~i哲産能の開発という意味では、 MPP+

というiま化合物にm子吸引性のia換恭であるニトロ基を導入することでその般化還元ffi

f'，をプラスMへ変化させ、生体内で還元され易くしたことが成功をもたらした原因であ

ると考えられる。パラコートによる活性椴素期産機構としては先にも示した織に下記の

ようなメカニズムが支持されている (Sch巴m巴1-6)。おそらくここで新たに提山された活

1'1般家i首産剤、化介物 lも同じような酸化還元サイクルによって活性酸素砲を産生して

いると考えられる。パラコー トにおいてはその l電子還元体が紫外可視吸収スペクトル

8，9)および ESR法 72)により検出されており、取素存在下ではこれらのスベクトルは速

やかにmえでなくなることが分かっている 。これらのことが酸化還元サイクルによる活

利政;rH世の産生を託拠付けている。そこで化作物 1を用いて同様の検出を行ったところ、

紫外可視吸収スペクトル、 ESR法いずれの;11去によっても l電子還元体は確認できなかっ

た。これはパラコートの 1電子還元体であるパラコートカチオンラジカルが安定なのに

比べて、化合物 lの l電子還元休が安定に存在しないためと考えられる。また、 化合物

lの入った土台地は無色であるが大腸菌の生育に作って培地の色が黄色く変色した。その

紫外可倶吸収スペクトルの極大波長は化合物.!_(4・-N02MPP+)と化合物旦(4'-NH2

MPP+)のスベクトルを合わせたものであり、おそらく大腸菌によって還元的代謝を受け

たものと考えられる。また、 化令物lをdithionite(Na2S204)で還元すると、 化合物 10

のスペク トルを与えることから、この化合物のニ トロ碁は還元され易いことが分かった。

いずれにしても化合物 lが大腸閣によ って還元されうることは硲かである。

eて+X02
Scheme 1・6.Redox Cycle of Paraquat 
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この実験のrlJで Cyt.c1.去をmいた活性限素増産能の測定を行っているが、この方法に

は議論すべき問題がある。それは、 02-・産生が細胞内でも起きているのかどうかとい

うことである。細胞内で産生された 02-・は、アニオン性のため、細胞膜を透過できな

い 12)。また、添加した Cyt.&+も車111胞外に存在するため、測定された 02-ー歪はすべて

剤|脳外で産1:されたものと考えられる (Scheme1-7)。化合物の添加によって句がyff生

されていることは、定性的には疑問の余地はないが、細胞内でどれだけ産生されている

かということに関しては、明言することはできない。 Cyt.&+の還元が大量に促進され

ても、創"胞内では極く少fEしか 02-'が産生されていないとすれば、内在性の SODや

ωlalas巴によって容易に分j押されてしまい、細胞に対して毒性を発問するには至らない

だろう。実際、同級の実験系で行われたパラコートとベンゾフラザン類との比較におい

て、 i市性政~M生における質的な述いが議論されている 28)。すなわち、ベンゾプラザ

ン類はパラコートに比べ 10倍も Cyt.c還元速度が速い。そしてパラコー トと同程度の濃

度で敵素依存(1りなi自殖阻害活性を発抑する。ところが、べンゾフラザン類は致死効果を

全く示さない。従って、パラコートによる活性政素種の生成は、質の高いものであると

結論される。 一述のMPP+誘導体のうち、 3般の誘導体に活性酸素産生飽が見られたが、

目立京依存 (J'~な地殖阻害活性を示したのは化合物 l 一つだけだった。 比較的 匂 産生量
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の少ない化合物 2、3には酸素依存的な効果は比られなかった。また、化合物 lは致死

効果を発保するに至 らなかった。'ìJ"絡 (~J に非常に類似した化合物であるにも関わらず、

パラコー トに比べて弱い活性を示すことしかできなかった。このことからもパラコー ト

による治性般素磁の産生は、 11のi市いものであることが分かる。 細胞内で活性敵索種が

A[ ~t されているかどうかを示すには、化合物添加後の 内在性の SOD i首位あるいは

calalase活性の上昇を測定すれば、 |ii地的ではあるが示すことができる。

ここでパラコートの敵素古切iに関する非111胞内応、答について最近の知見をまとめてみた。

剤111脳内に取り込まれたパラコー トはNADPH:PQ2+diaphorase 73，74)によ って l電子還元

された後、般化還元サイクルによってU2-・を生成する 10-12)。この 匂ーは不均化によ

りH2U2になり、さらにこの H2U2は欽などの金属により反応性に官んだ活性酸素砲で

ある・OHになる 4)，75)。通常細胞内の 匂 -， il:'k.度は、 lO-IOM程度と考えられている 76)

が、パラコー トやメナジオン等の前性酸素J:(qilii剤によって 匂ー 濃度が高まると、細胞

内は般化的ストレスにさらされる 。いくつかの酵素は 匂ー，に感受性がおく、速やかに

失iliする 77，78)。これらは活性小心に鉄硫黄クラスターを内包しており、このクラスター

の分解が失活の原肉と考えられている。また以前より酸化的ス トレスにさらされると大

腸l演は MnSODとHySODそして calalお巴を誘導することが知られていた 10)，19)。最近

U2-'、 H2U2によって誘導されるタンパク質はそれぞれ oxyR、soxRS児 gulonによって

制御さ れていることがIYJらかになりつつある 3)，74)，79-81)。この oxyR児 gulonによって

誘導される博一素は calalaseやalkylhydroperoxidase等であり、 一方 soxRS児 gulonによって

制御される現象は、U2-不均化防素である MnSOD、DNA修復E械である endonuclease

IV、NADPH~iElミ を司る glucose-6-phosph a te d巴hydrogenase、U2- に感受性の高い

fumarase A、Bの代替として安定な fumaraseCなどの酵素の誘導や、 micFという

anllsense RNAを発現し外肢の輸送タンパク 11である OmpF産生を低下させること などが

tllられている。これらの regulonで支配さ れているタンパク質の変動は、高変化的ス トレ

スに対応する合目 的性が兄られる。これらの防御効果が及ばないほど酸化的ス トレスが

過剰になると、 DNAの切断などが致命的となり致死に至る ものと考えられる。
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MPP+という化合物を扱っている以上、 MPTP発症パーキンソニズムとの関わりを忘

れることはできないが、本研究から符られた知|見のみではパーキンソニズム研究へ断み

込むことは難しい。パーキンソニズム研究における作用機構の定説は次の厳に考えられ

ている 67)。体内に取り込まれた MPTPは、まずその脂溶性の高さのため J(ll液脳関門

(BBs)を透過し、 monoamineoxidas巴B(MAO-B)による般化をへて MPP+にまで代謝され

る。さらに MPP+はドパミン性の神経*111胞に選択的に取り込まれて濃縮され、そのミト

コンド リアの呼吸鎖を阻害する (Schemel-8)。このような機構が支持されているが、

MPP+の作JTJ発現に前性酸素磁の関わりを示す興味深い知l見もいくつかある。例えば水

上らは、ミトコンドリアを用いた実験で MPP+の添加により NADH依存的にÜ2-が~

生されることを示した 82)。また、 Sinhaらは、 NADPHとNADPH-P450還元防素の存在

下、 MPP+によ って U2-'~生が促進されることを見いだしたお)。第 2 T.fで述べる

Chcvionらの尖験も MPP+による大腸菌に対する障害が活性酸素種によることを示して

いる 84，85)。しかしいずれも MPP の検出はできておらず、酸化還元サイクルによって

活性政素種が発現されると結論することはできていない 86)。パーキンソン病研究から

は、|符害を受けた組織に特異的に SODi;rí't~1:の上昇が認められた例 87) があり、活性酸

BLOOD ， BRAIN 

MAO-B 

MPTP一一←-ーMPTP-一一+ー+ーーMPP+

i n 
MAO-B 
inhibitors 

Scheme 1-8. Biochcmical Evcnts in the 
Exprcssion of MPTP Ncurotoxicity 
(modilicd according to rcf. 67) 

Inhibition of oxidativc phosphorylation 
and/or 

InduClion of lipid pcroxidation 
and/or 

Disturbancc of caJcium homcoslasis 
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素とパーキンソン病あるいはパーキンソニズムとの関連は常に念頭におかれる問題とし

て注目されている。般化的ストレスが結果として起きていることは明らかであるが、活

性般35砲が原因でパーキンソン病あるいはパーキンソニズムが起きるかどうかはまだ疑

問]である。しかしもし MPP+による村1経細胞障害が活性酸素種の産生によるものである

ならば、ここで符られた新たな活性酸素L¥?jl'1i斉1]4'-N02 MPP+は MPP+LI身よりも強)J

な神経細胞附害を引き起こすことができるであろう。しかし MPTPによる細胞隙存在主併

は多段階ステップより成り立っているので、 MPTPタイプの化合物としての活性に関し

てはこのかぎりではない。化合物 2や4など椴Jt非依存的な生物活性を示す化合物もあ

るので、)j前ミトコンドリアの|呼吸鎖阻害前性など MPP+自身が活性を示す系においてこ

れらの活性について検討してみるとパーキンソニズム研究とのつながりがでてくるもの

と思う。ここで合成した MPP+誘導体のl呼吸鎖阻害活性ついては、第 2IjIで述べる。

政後に、今までに当教室で行われた治性酸素増産作用を示す化合物、ペンゾフラザン

類26-28)やヘテロベンタレン類 24，25)との比較から、酸素依存的な増殖阻害活性とR変

化還元屯位とのIIIJによい相11刃が見られたので、 Chart1-4にそれを示す。この chartにお

いて、 -9∞mV前後で境界線を引くことができる。すなわち、境界線を境にプラス側が

椴素依存的な培殖阻害活性を示す化合物群である。ここに示した化合物は、骨格が異な

るだけでなく脂術性、水溶性の点についても異なるが、これらの化合物による駿素依存

的なi将死i~J1符活性は、そのような性質によらずに般化還元電位によって規定されている

というのが興味深い。 活性問主素 jlìi~t能と円変化還元屯{立との相関は今までにも示唆されて

いた 28)が、このように生物活性との相関において境界線を百|いたのは初めてであり画

期的なことである。今後新たな活性限素噌産剤を開発する上で、また新たな化合物の活

相R霊友増産能を予測する上で、 lつの指探になることは間違いない。この境界線の示す

具体的な意味については、 lつには生体内で還元されうる上限に近いことは確かである

が、それ以上のことについてはまだ別総な意味づけはなさ れていない。今後の課題であ

る。活性限素地産作川を示すことで女11られるキノン類については酸化還元市位と核酸の

切断泊i"ttの11日によい相関があることが報告されている 29)。今回の結果と合わせて、化
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合物の敵化還元f町立は限素依存的な生物約1''1:を示すことにおいて非常に1lt~な要因であ

ることがう〉かる。
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第 2章

MPP+誘導体の大腸菌 (B株、 SR・9)に対する作用 88)と

呼吸鎖阻害活性

第 l章で述べた研究を行っている辰，'，に IMPP+自身が大腸菌に対し酸素依存的な致

死活性を示した」という報告がなされた 84-85)。この論文は、 MPP+による酸素毒性を

示したという意味で~'， 'iî\'に評価されるべきものである。この報告をしたのは Chevion ら

のグループである。我々の行っている致死実験は彼らの方法 89)を参考にして行ってい

るため両者の行った実験の述いはほとんどなく、唯一大腸菌の stratnが異なっているだ

けであった。我々は B株、 VB12要求性の株をmい、彼らは同じ B株ではあるが SR-9

という大腸菌を使っていた。そこで彼らにこの大腸菌 (B株、 SR-9)を提供してもらい、

第1:G!の実験とは大腸菌の株のみ異なる実験を行った。

-34-
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第 1節 MPP+誘導体の活性酸素増産能

第 1章と問機、 Cyt.c1.去を111いて行った。その結果、若干異なる結果を得た。すなわ

ちCyt.o3+の還元は化合物1、2、2、さによって促進された (Fig.2-1a)。また、 SODの添

加|によって還元が問答されたのは、化合物l、2、生の場合であった (Fig.2-1 b)。化合物

2の場合のみ SODで極くわずかしか削害されなかったのは、化合物 2による直接的な

Cyt.o3+の還元が速く、 SODの umt数の少ない場合には阻害きれなかったものと考えら

れる。いずれにしてもこれらの化合物は、 MPP+自身より酸化還元電位がプラス側にあ

り、 MPP+よりも還元され易い。ここでも活性敵素噌産能と酸化還元電位によい相|渇が

見られた。

E 
~ 0.20 
U吋
v)  

'" ‘J にJ

5 
-e 
0 

'" 告 0.10..... 
o .， 
凶

同
U 
与咽

u 
E 

H 

0.00 
0 

a 

5 10 

Till1e (min) 
15 

0.20 

0.10 

0.00 
0 

b 

5 10 15 

Till1巴 (min)

Figure 2・1.Cyt. c reduction mcdiated by MPP+ derivatives 

at 500μM in thc abscnce (a) or prcsence (b) of SOD undcr 
acrobic conditions. 

Line 1， cOll1pound 1; lin巴2，cOll1pollnd 1; 1in巴3，cOll1pound.:2; 
1ine 4， cOll1pollnd 1; 1in巴5，none
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第 2節 MPP+誘導体の大腸菌に対する増殖阻害活性

第 1'草とほとんど同じ条件で行った。好気的条件下、大腸菌 (B株、 SR-9)を化合物の

入った培地'1'で生育したところ、アセトアミド基を除く置換基を 4・ー位にもつ MPP+誘

導体(.!_、 2、生、皇、_!Q)に選択的に地地阻害前位が見られた (Fig.2-2a)。さらに、この活

性が椴;在依存的なものであるかどうかを調べるため、嫌気的条例ー下で同様に行ったとこ

ろ、化合物を合まない府地'1'でも大l場前ーが育たず、 GM培地をITJいた条件で比較するこ

とはできなかった。そこで GM府地に YeastExtractを含む、より栄養に富んだ培地 (YE

借地)中で生育したところ、嫌気的条fi:下でもかろうじて増殖が見られた。 四 培地を用

いて得られた結果を Fig.2-2b、Fig.2-2cに示す。好気的条件下では GM培地中と同級、

アセ トアミド基を除く i置換}'J;を 4'-位にもつ MPP+誘導体選択的に増殖阻害効果が見ら

れた。また、嫌気的条件下でも化合物 2、4、10は大腸菌の増勉を阻害した。こ れらの

i骨殖阻害活性は酸素に依存せずむしろ化合物の構造に依存することが示さ れた。

1・a

-
30
0
 

1・c

2 

01 .01 .01 
o 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 0 2 4 6 8 

Tim巴 (hr) Time (hr) Tim唱 (hr)

Figure 2・2.E. coli growth under aerobic conditions (a， b) 

and anaerobic conditions (c). 

E. coli was grown in GM m巴dium(a) and YE medium (b， c) containing 

ル1PP+derivatives and mono司uatat 1 mM. Line numbers coπespond to 

the number of compounds; lin巴12，non巴.
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第 3節 MPP+誘導体の呼吸鎖阻害活性

ノfーキンソニズム研究から MPP+のや11経細胞における呼吸鎖阻害活性が示されている

こと 67-69)は上述した。そこで大腸菌においてもIJ'fI反鎖阻害活性が見られないかと考え

た。上記第 2iiiiで兄られたili換位置選択がJ生物活性との相関を考慮し、大腸菌 (8株、

SR-9)のフレンチプレス肢を調製し、 l呼吸鎖阻害活性について検討した。フレンチプレ

ス脱とは大腸以iの呼吸鎖タンパク質を含む膜四分であり、通常細胞を構成している際と

はおもてと裂が逆になっている、別名 inside-outmembraneと呼ばれるものである。フレ

ンチプレス朕は'~~ 法 90) に従い調製した。 Lowry 法 9 1 ) によるタンパク定設の結果、

46.9 mg protein/mlのilUを得た。呼吸鎖阻害活性は、 l呼吸基質である NADHの消費による

340 nmの吸収の減少と、クラーク:(i'!被素fl1極による政素消費の 2通りで測定した。そ

の結果を Tabl巴2-1、2-2に示す。いずれの測定法においても、大腸菌に対する呼吸鎖阻

害剤 92)として知られる KCNや 2・h巴plyl-4・hydroxyquinoline-N-oxide(HQNO)は阻害を示

したが、 MPP+誘導体による阻答は認められなかった。

37 -
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Tablc 2・1 Inhibitory Effcct on NADII Oxidation by FPM 

compound NADH oxidation 

(ωoμM) Initial rate constant (x 10-2 min-1) 1nhibition (%) 

cゅntro11) 17.7 0 

4・N02MPP+ω 17.2 2.8 

4'-CN MPP+ω 16.7 5.6 

3'-N02 MPP+ω 17.5 1.1 

4・-CIMPP+ω 15.8 10.7 

MPP+ω 16.9 4.5 

MPP+ Q; 5∞μM) 16.9 4.5 

4・-N+(CH3)3MPP+ω 18.4 ー4.0

3'-N+(CH3)3 MPP+① 16.3 7.9 

4'-NHCOCH3 MPP+包) n.d. 

3'-NH2 MPP+包) 16.9 4.5 

4'-NH2 MPP+ UQ) n.d. 

mon何回tUl) 17.5 1.1 

control2) 8.22 0 

EtOH (30μ1) 8.07 1.8 

KCN (2mM) 

HQNO(40μM) 

1.26 

3.12 

85 

62 

NADH oxidation was monitorωat 340 nm in 10 mM potassium 

phosphate buffer (pH 7.8) at 37・C.HQNO was dissolved in EtOH 

at 4 mM and added. 

1 )ωoμM NADH， 93.8μg protein/m1 FPM. 

2)100μM NADH，46.9μg protein/m1 FPM. 

n.d.; not determined 

FPM; French Press Membranes 

HQNO; 2-heptyl-4・hydroxyquinolin巴N-oxid巴.
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Table 2・2 Inhibitory Effect on 02 Consumption by FPM 

句∞nsul11puoncOl11pound 

(1 111M) Inilial rate cαlstant (l11in-l) Inhibition (%) 

conlTol 26.3 0 

4・-N02MPP+ω 26.5 ー0.76

4'-CN MPP+ω 24.0 8.7 

3・-N02MPP+ω 24.8 5.7 

4'ーCIMPP+ω 25.0 4.9 

MPp+a 26.8 ー1.9

4'-N+(CH3)3 MPP+ @ 25.8 、1.9 

3'-N+(CH3)3 MPP+ω 26.7 ー1.5

4'-NHCOCH3 MPP+ω 25.7 2.3 

ゲーNH2MPP+印 25.5 3.0 

4'-NH2 MPP+ (lQ) 26.0 1.1 

monoquat ul) 27.5 -4.6 

HQNO(40μM) 5.47 79 

HQNOl) (40μM) 4.80 82 

EtOH (20μ1) 27.0 -2.7 

KCNI) (5 111M) 0.50 98 

oz consumption was measured by Clark-type匂 el巴clTOd巴 in10 

mM  potassium phosphate buffer (pH 7.8) at 37・C，containing 0.75 

mM  NADH and 235μg protein/ml FPM. HQNO was dissolved in 

EtOI-l at 4 mM and add巴d. Af~巴r preincubation of tested compounds 

with FPM in the reaction cell for 10 min at 37・C，NADI-I was add巴d

and oz consumption was mon印刷

I)Th巴compoundswere added after 50 % oz consumption without 

preincubation 

FPM; French Press Membran巴S

I-IQNO; 2-heptyl-4-hydroxyquinolin巴N-oxide.
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また、九州大学医学部の竹重先生との共同研究において MPP+誘導体のミトコンドリ

ア(bovinehean)に対するl呼吸鎖阿l害前性とそれに恭づく句 産生能、及び PC12に対

する細胞毒性について検討した。その結果をここに列挙する。

1) NADH oxidase阻害活性 (Fig.2-3a-g) 

NADH oxidas巴 BU筈活性は、酸素1ì~W速度によって測定した。その結果化合物 1 は 8

mMの波度でも令〈阻害しなかった。 l呼吸鎖阻害斉IJである ro胞noneの存在下、化合物 l

の波度を上げていくと波皮依存的に椴素1iHf速度が上昇した。このことから化合物 lを

介して敵素への電子の漏れが予d!IJされた。化合物 8と化合物 10の阻害効果は弱〈、 8

mMでも阿lt1tは 50%に達しなかった。化合物 6と化合物 7は同程度の阻害を示した。

2) Cytochrom巴b(Cyt.b)還元に対する阻害前1'1:(Fig. 2-4a-c) 

NADH oxidas巴阻害活性の結果から、化合物1が事実電子伝達を阻害しないかどうか

に疑問がもたれた。そこで阻害活性を示さなかった化合物 lと比較的強い阻害活性を示

した化合物 Zを川いて、 Cyt.b還元に対する効果を検討した。 Cyt.b還元の変化は

Q-bandのスベクトル変化から追跡した。化合物 lは8mMの濃度でほとんど阻害しなかっ

た。しかしデータには示きないが、 Cyt.bの還元を完全に阻害する濃度の rotenoneを化

合物1と共に))11えたときに、 Cyt.bは還元された。化合物Zと化合物 5(MPP+)は NADH

oxidase阻害と同級 Cyt.bの還元を阻害した。

3)CoQ 10~元に対する阻害前性 (Fig. 2-5a-c) 

化合物1による屯子伝達阻害を確認するため、さらに CoQ10還元に対する阻害前性

を検討した。 CoQIO還元のd!l院は、回LCにて行った。その結果、化合物 1は化合物?

と同程度の ~I~ il~ をした。化合物 2 も同級に COQ 10還元を阻害した。

以上の結果から、化合物lはcompl巴x1から CoQ10への電子伝達を阻害すると同時に、

∞mplex 1 ;から白らは還元され、さらに還元型の化合物1が直接、あるいは 句ーを介し

てCyt.bを還元する可能仰が与えられた。 化合物Zと化合物 Eは∞mp1ex1から CoQ10

への電子伝達を阻害することが分かった。
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4) U2-'生成前性 (Fig.2-6aムTable2-3) 

ここで月jいているミトコンドリア (bovineheart submitochondorial particles; SMP)は、

NADHを基質としてを句ー I 生成し、生成古11位の lつがcompl巴x1であることが知られて

いる。 rotenoneや MPP+はcomplex1からCoQI0への電子伝達を阻害し、 complex1での

U2-'生成を促進する 93)。

adrenochrome法によりU2-生成活性を測定した。その結果、化合物 5は濃度依存的

にU2-・生成をtl仙11させ、 20mMで最大になった。その最大値は rot巴noneと同程度だっ

た。化合物 l も波皮依存的に句ー・ ~t成を促進し、 ImM で rotenone や化合物 5 の約 4.5

1:';にもなり、 rotenoneの存在下でさらに増加した。

5) PCI2に対するキ111胞毒性 (Fig.2・7a，b)

さらに PCI2に対する細胞完了性を検討したところ、化合物 7は化合物 5と同程度のw.

tlを示し、呼吸鎖問答による ATP産生の阻害が細胞毒性に影特をもたらすものと考え

られた。化合物 lは controlと比E絞してわずかに憎殖抑制効果が見られるだけだった。

この理由として、化合物 1は細胞内へ取り込まれるのかどうか、また complex1から

CoQ 10へのm子伝達は阻害するが Cyt.bを還元するため、電子伝達系での 3ケ所の

ATP産生部位のうち 2ケ所での ATP産生が可能なため ATPが枯渇しないのではないか

ということが考えられる。
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Figure 2・3. InhilJitory errect or MPP' dcrivatives on NADI-I oxidase activity 

in sulJmitochondrial partidcs (SMP). 

NADH oxidase activity was measllred polarographically in a Clark electr'α1巴 at37・C.1l1e 

SMP (0.1 mg!ml) wer巴 preincubatedin a final volum巴 of1.6 ml of respiration medium 

containing 20 mM  potassillm phosphat巴buffer(pH 7.4) and 0.1 mM  EDTA with or without 

MPP' derivativcs for 10 min. 1l1e reactions w巴rcinitiated by the addition of 1.0 mM  

NADH.羽市 ratc of NADH oxidation in SMP was 592 nmol O:zlmin/mg of protein 百花

data shown w巴rcthc avcrages of two indcpendent determinations. 

A; compound 1， B; compollnd 1 in the presence of 5μM of rotenon巴， C; compound lQ， 0; 

compound丑， E; compound ll.. F; compound長， G; compound 1 
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Figure 2・4. [nhibitory cffect of MPP+ derivatives on the reduction of 

cytochrome b (Cyt.b). 

The SMP we陀 P陀 incllba何din th巴 reactionmixture contωning 20 mM  potassium 

phosphate bllffer (pH 7.4)， 0.1 mM  EDTA with or without MPP+ derivativ巴sfor 10 

min at 37・C.The reaction was initiated by the addition of 0.2 m M  NADH. Aft巴r2

min， the redllction of Cyt.b was monitor巴din a double-beam spectrophotomet巴r

detemlining E562.575 (E=17目9xl03M"cm"). The rate of reduced Cyt.b was 0.37 

nmol/0.5 mg of SMP. Th巴 valuesshown were t11e averages of two independent 

determinations 

A; compound 1， B; compound 1， C; compound ~ (MPP勺.
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Figure 2・5. Inhibitory effect of MPP. derivatives on the reduction of 

ubiquinon.l0 (CoQ 10). 

The redox-state of the CoQ 10 in SMP was determined by separating reduced and oxidized 

ubiquinones by HPLC. SMP we陀 preincllbatedin the reaction mixture containing 20 mM  

potassium phosphate buffer (pH 7.4). 0.1 mM  EDTA with or wi出out恥1Pp.derivatives 

for 10 min at 37・C.and 0.1 mM  NADH was added. After 2 min. CoQ 10 was extracted 

by adding 5 volllm巴sof methanol!light petrol巴um(3:2; vjv) containing 1 mg/ml pyrogallol 

and petrolellm lay巴rwas collect巴dafter centrifugation for 1 min. The petrolellm layers 

were evaporated lInder N2 stream. The residue was solubiliz巴dby the solvent of HPLC 

and injected in I-IPLC. Thc data shown were averages of two ind巴pend巴ntdeterminations. 

A; compound 1. B; compollnd 1. C; compound ，2 (MPP+). 
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Figure 2・6. Erfcct of MPP+ dcrivativcs on the NADII・dependent superoxide 

(ot) produclion. 
Pr匹luctionof O2'' was measured by th巴 SOD-s巴nsitiveoxidation of adrenaline to 

adrenochrome. The SMP (0.5 mgJml) were preincubated in th巴 reactionmixture containing 

0.25 M sucrose， 50 mM Hepes斤~aOH (pH 7.0) and 1 mM adrenaline with or without MPP+ 

dcrivatives. After 10 min， 0.1 mM NADH was added and adrenochrome formation was 

monitored in a double-beam sp巴ctrophotomet巴rdetermining E485-575 (E=2.96xI03 M-1cm-¥ 

百1巴valuesshown were th巴averagesof two independ巴ntd巴I巴rminations.

A; compound 1， B; compound ~ (MPP+) 

1.0 0.5 

compound 1 (mM) 

Table 2・3EfTect of MPP+ Derivatives and Respiratory Chain 

Inhibitors on the NADH-dependent Superoxide Production 

superoxide production 
(nmole/min/mg of protein) 

0.3:t 0 

17.3士0.7

condition 

no inhibitors 

rotenone (5μM) 

compound ~ (MPP+; 20 mM) 

compound 1 (1 mM) 

SMP (ー)

NAOH(ー)

adrenaline (ー)

+SOO (40μg/ml) 

+rotenone (4μM) 97.3:t 7.0 

TIle assay conditions we陀 asd巴scribcdin Fig. 2-6. The values were mean :t 
S.D. of four indep巴ndcntdeterminations 

17.0:t0.3 

76.6:t 6.9 

。

。
。
。
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Figure 2-7. Ccll viability of PC12 cells treated with MPP+ derivatives. 

PCI2 cells w巴regrown in RPMI 1640 slIpplem巴ntedwith 5% f，巴talbovine serum and 5% 

heat-inactivated horse serllm at 37・Cunder an atmosphe陀 of5% CO2• For cytotoxicity 

巴xpenm巴nts，C巴IIsw巴rese巴d巴din 24-w巴11汀aysat Ixl05/well. Twelve to 24 hr la犯人

m巴diumwas exchanged to 1 ml of the complete medium containing 1 mM  of MPP+ 

d巴rivatives.After th巴indicatedperiod， th巴m巴diumwas aspirat巴dfrom each w巴11.Each 

well was then briefly rinced with RPMI 1640 to wash dead cells and attached live cells 

W巴r巴det巴nninedby the crystal violet stain method. 

A; control and compollnd 1， B; compound..5. (MPP+) and compound 1. 
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第 4節結論と考察

大腸菌 (B株、 SR-9)を月]いた場合、第 l車とは異な りMPP+誘導体の構造に依存し

た生物活性が示された。 4'-位置換 MPP+誘導体選択的に活性があり、 3'ー位に置換必を

fJつMPP+誘導体と 4'-f立にアセトアミド基をもっ MPP+誘導体に活性が見られなかっ

たことは、かなり厳密な fl~:ìí'i依存性が存在すると考えられる。この原因は定かではない

が、レセプター的なものの存証.を示唆する結果であると思われる。第 l章で得られた結

果と比較してみると、化合物1の場合、嫌気下での測定が不十分であることからその前

刊の酸素依存'1'1，についてはIYJ搬な答えをすることはできない。しかし、CyLC法により

I，f，性政素増沌能が示されているため、活性酸素による生物活性も含まれていると言うこ

とはできる。化合物 2、主は第 l市と問機強力な生物活性を示した。また両者とも Ijfj11:

l'itk;増産能を示したが、大島;立jに対しては明らかに酸素非依存的な増殖阻害活性を示し

た。化合物2は祈伯限素噌産能こそ示したものの、第 11告と同級生物活性を示すには至

らなかった。 化合物皇、 10に増員自阻害活性が見られたこと は、ゆ]らかに第 1寧とは異な

る結果といえる。またここで示された生物活性は化合物の酸化還元電位と全〈相関がな

く、合成した化合物r!'、般化還元屯{定的に最も低い化合物 10にも酸素非依存的な生物

的性が見ら れたことは、 i市tゴ両立*'ーによる障害が主な作用ではないことの lつの証拠と考

えられる。

llî t'l敵~i(9産能という観点か ら述べると、ー 1145 mV (vs. SCE)という低い酸化還元m

j¥i:を持つにも関わらず化合物fにも前性が示され、還元系(大腸菌) ~llJ の変化によって

遣えき れ得る化合物の般化還元氾位的限界も変化してくることが示された。このことは

足元系が変化すれば、 MPP+1'1身(ー1190mVvs. SCE)も活性酸素増産能を示すことが可

能になるかも知れないということを示唆している。

そこで問題になってくるのは、 Chevionらが示した MPP+自身による酸素依存的な生

物活性はなぜ起きたのかということである。彼らの行った実験の追試を行っていないの
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で頭から否定することはできないが、致死実験を行った際、 MPP+1 mMでもこの大腸

前(B株、 SR-9)は 60minで 50%程度の生存率を示した。彼らの実験では ImM、15

O1JIlで 1%程度と到υJである。また、彼らの示したデータの中で酸素依存性を示すのは、

鰍気的条件下で MPP+による致死活性が芥IJえられたことによるが、致死実験で嫌気性を

保つのは技術的に錐しく、彼らが行ったように反応液に 20min [10 N2 gasを吹き込み、

大腸菌と化合物を接触させるときに N2気流下にしただけで酸素依存的な生物活性が減

少するというのは疑問である。大腸菌 (B株、 SR-9)を使った印象は、 GM培地'1'嫌気的

条例ー下ではずfたないこと、!(?f1/j阻害を示さない化合物でも致死実験では強力なjfi'11を示

してしまうことなどから、第 1~:'(で JTJ いた大腸菌 (B 株、 VBI 2 要求性)に比べて生命力

が弱いのではないかと考えられる。この大腸菌 (B株、 SR-9)株がどのような特質を持っ

た株であるのか、今のところその情報が得られていないが、その点が明かとなりここで

1~J られた活性との 1m に何らかのつながりがあれば興味深いと思う。

パーキンソニズム研究との関述を日指した呼吸鎖阻害活性の検討の結果、大腸菌に対

する l呼吸iJ~阻害前性はないと言わぎるを得ない。しかし、この結果は必ずしもパーキン

ソニズム研究と相矛盾するものではない。 MPP+が呼吸鎖を阻害するのは高等動物の神

経細胞であり、そこでの呼吸鎖の榊成成分は大腸菌に比べて格段に多く、効率の良い進

化したものである。また、 MPP+によるl呼吸鎖阻害部位は、 呼吸鎖阻害剤で知られる

rOlenoneの阻符刊行、tと阿じ NADH-quinone般化還元防ー素のキノン結合部位であるという

報告がある (Scheme2-1) 94，95)。そして rotenoneは大腸菌の呼吸鎖に対して不活性であ

ること 96)から、大腸菌のl呼吸お1に対し MPP+誘導体が不活性であることは十分考えら

れる。

実際、竹重先生との共同研究の結果、 MPP+誘滋体に動物のミトコン ドリアに対する

呼吸鎖阻害活性が見られた。治性の強さは MPP+と大きな差はなく、阻害部位も上記と

同じ部位と考えられる。化合物 lは第 l索、第 2;'告で検討したのと 問機活性酸素増産能

が見られたが、 PC12車111胞に対する効果は、酸素毒性よりも 1J'f1.汲鎖阻害活性の影響が反

映した結果となった。化合物iが NADHoxidas巴で還元された後、直接あるいは 句ー，生
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t'j，を介して Cyt.bを還元できるというのは非常に興味深い現象である。これらのがi来は、

MPP+によるパーキンソニズム活性が活性酸素の発現によるものではなく、呼吸鎖阻害

による ATPの枯渇が原因であると結論づけるものである。
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Scheme 2・1.Effcct of MPP+ on the Respiratory Chain 
(modified according to ref. 67) 
Q; ubiquinonc， C; cylochromc c 
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第3章

アルキル鎖長の異なるパラコー ト類縁化合物の酸素毒性

パラコートの前性発現に活性酸素種が関与していることは序章、第 lT，fで述べたとお

りだが、活性酸素利1をE量生した後のメカニズムに関しては第 l章の考察で述べたように、

酸化的ストレスに対する細胞の応答などは検討されているものの、どの程度でi首殖が阻

害され、さらに欽必に至るのかは未だにIYJらかではない。第 l市の考察で述べたように

パラコートとペンゾフラザン類との比i絞から大脇菌に対する酸素毒性発現には活性酸素

極発現において質的な差異が存在することが指摘されている 28)。また大腸菌を用いた

生物活性の検討において地如何1害活性と致死活性はどのようにi主うのか、という点に関

しでもまだ定説はなく、溺皮の変化による違いを別組阻害活性 (bacteriostaticeffect)、コ

ロニー数の違いによる効果を致死活性 (bacteriocida1effect)と言っているに過ぎない。

筆者が研究の過程で見いだしたモノコー トの大量合成法は、 一方がメチル基で他方の

アルキル鎖長のことなるパラコートアナログ (C1Cn)を簡便に合成することを可能にし

た(Chart3-1)。そこでパラコートがもたらす細胞|障害の機構を解明する目的で、アルキ

ル鎖が 1から 10までの C1Cn化合物を合成し、種々の検討を行った。これらの化合物

はパラコー トと比べてその般化還元特性は変化せずに、化合物の脂溶性の変化が期待さ

れ、それに伴う細胞内への取り込みの迎い及び創11胞内挙動の述いが生物活性にどのよう

に反映さ れてくるのかとい った興味がもたれた。

N
 

N
 

C
 

Chart 3・1.Structure of C1Cn Compounds 
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第 l節 CICn化合物の合成

大量のモノコートを合成した後、他方のピリジン環を nCnH2n+l1(n=I-8)で 4級化し

た。モノコートのカウンターアニオンが iodid巴のためカウンターアニオンの交換を防ぐ

意味で、 n-a1kyliodideを川いた。 CIClから CIC8まですべての化合物の椛造は各種機総

データ及び元素分析によって確認した。CIC9とCIClOは藤岡氏が合成したカウンター

アニオンカさ dibromideのものをそのままIIJいた 97)。
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第 2節 CICn化合物の酸化還元電位

MPP+誘導体と同級、 CH3CN~I' で C1 C l :から C1ClOまですべてのパラコートアナロ

グについて般化遺}L;ffi位を訓|以:した。作られた械化還元IJII線を Chart3-2に、限化還元

il1f立を Table3-1に示す。その結果、パラコートと比較してほとんど変化はなく、ー455

mVと-865mV(vs.SCE)付近で l電子ずつ言I2電子の可逆的な般化還元電位が示された。

そのためいずれの化合物も*111胞内でパラコートと同様の酸化還元特性を示し、同等の活

性~素増産能を発ドJIする可能性が示された。

Table 3・1 Redox Potentials of Cl Cn Compounds in CH3CN 

compound E 1/2 (m V) VS. SCE 

C} Cl 21- -455， -865 

C} C2 21- -455， -865 

Cl C3 21- -445， -865 

Cl C4 21- -450， -865 

C， C5 21- -450，・865

C} C6 21- -450， -865 

CIC721- -450， -865 

C}C821- -450，・865

C，C92Br- -460， -880 

C，CIO 2Br- -460， -880 

τ11巴r巴doxpot巴ntialsw巴remeasured in CH3CN at 1 mM under argon atomosph巴陀

at r'∞mt巴mperaturewith Pt巴l巴ctrode.The ha1f wave potentials (E 1/2) versus a 

saturated ca10mel巴lecw凶巴 (SCE)were detcm1ined by cyclic voltammetry. 
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以上は有機i界W'I'での般化還元電位であるが、次に水系での敵化還元電位を測定した

ところ有機構媒"，では見られなかった変化を示した。水系での酸化還元電位は飽和カロ

メロ電極に対し、アルゴン気流下、 0.1Mのリン限緩衝液 (pH7.4) rl'、グラシーカーボ

ン屯極にて測定した。この系で~~られた般化還元 1 11 1線を Chart 3-3a， b， cに、般化還元ffi

1立を Table3-2に示す。その結果、有機溶媒'1'に比べて全体的にマイナス111Jへ移動した。

これは次の織に説明できる。 viologen'，'1絡を祈する化合物は正ffi符を 2つ持ち、 1電子

還元されカチオンラジカルになると'il1荷は打ち消されることになる。すなわち極性の低

いイf機溶媒'1'では屯荷の少ないほうが好まれ、逆に水中ではffii¥!jの多いほうが好まれる

ため、有機溶媒'1'に比べて水"，のプJが還元されにくくなり、酸化還元f1i:位はマイナス側

へ移動したと考えられる。

Table 3・2 Redox Potcntials of Cl Cn Compounds in Buffcr 

compound E 1/2 (m V) vs. SCE (plus α-CD) 

Cl Cl 21- -690，ー1010 (-685， -1010) 

Cl C2 21- -685， -995 (-690，ー1010)

CIC321- 争 680，-965 (-680， -985) 

CIC421- -685， -945 (-670， -985) 

CIC521- -680，・910 (-670， -950) 

CIC621- -680， -875 (-680， -930) 

Cl C7 21- -670， -840 (-685， -930) 

CIC821- -665， -820 (-680， -910) 

C} C9 2Br- -6301)，ー7701) (-675， -915) 

CIClO 2Br -6001)，ー7601) (-660， -905) 

CICIO 2Br- -6102)， -7702) 

TIl巴redoxpotentials were measu陀din 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 7.4) 

at I mM under argon atomosphere at r'∞m temperature with glassy-carbon 

electI叫ein the presence or abs巴nceof 10 mMα-cyc1odextrin (α-CD).百lehalf 

wave potentials (E 1/2) versus a saturated calomel el巴ctrode(SCE) were 

detennin巴dby cyc1ic voltammetry. 

1)刊 巴peakof oxidation potential 

2)ηle peak of oxidation pot巴ntia1in th巴presenceof D-glucose. 
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Chart 3・3a.Potential Curves of CICn Compounds 

-55 -



可~・-ー

C1C9 

C1Ca 

C1C7 

¥ 
C1C6 

liseclV 

。 -O.li -1.0 (V vs. SCE.) 

Chart 3・3b.Potential Curves of CICn Compounds 
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C1C10+D-glucose 
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Chart 3・3c.Potential Curves of C 1 Cn Com pounds 
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Chart 3-3d. Potential Curves of CICn Compounds 
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Chart 3・3e.Potential Curves of CICn Compounds 
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水'1'の酸化還元illiifRはとくに 2電子11の可逆性が低く、しかもこの効呆はアルキル鎖

が長 くなるにしたがって顕若であった。また αcycl四kxtrin(αーCD)の添加l効果でこの不

可逆性は若干回復した (Chart3-3c， d， e， Table 3-2)。この不可逆性の解釈として当初は化

合物の会合により屯子の流れに変化が起こり、 l分子毎の明確な酸化還元波を示さなく

なり、 αーCDの添加により化合物の会合が妨げられ、 l分子wの1"1:質を示すようになっ

たと考えていた。 しかしこの解釈の疑1I1J.1，'Xとして、不可逆な般化還元波は CIC2で既に

>~ ら れていることで、アルキル鎖が長い化合物ではじめてみられる現象であれば良いが、

アルキル鎖が 2つの化合物で分子Ii日の会令が起きるとは考えにくい。この不可逆性の解

釈は化合物のm~逗に対する l政治に基づくものと考えている。D-glucose の添加lでは不可逆

刊に変化がなく αーCDの添加により可逆tlが回復したことも α-CDによる化合物のアル

キル鎖部分での内包 (Chart3-4) 98)を考えれば十分説明できる。実際の実験を行わなかっ

たが、化合物の濃度を低くすることや scanspeedを速くすることなどで可逆性が見られ

れば、この現象はffi極への吸不fに基づくものであることが分かると思う 。

N N  

Chart 3・4.C7C7・αCDComplex (modified according to ref. 98) 

-60-



第 3節 C}Cn化合物の活性酸素増産能

MPP+誘導体と同級、大腸閣 (B株、 VB12要求性)を還元系とする Cyl.C法を用いて

c，Cn化合物の前十|敵素増産能を測定した。その結果を Fig.3-1に示す。すべての化合

物が濃度依存的に Cyl.c1+の還元を促進したが、同じi農度ではアルキル鎖が長くなるに

したがって、促進の度合いが大きくなり、 CIC8を最大に再び軽減した。いずれの還元

もSODで阻害され、すべて前性被素明日間Eを示すことが明らかとなった。

C1C1-C1C8 C1C8-C1CIO 

n

u

n

u

 

n〆
』

唱

'

n

u

n

u

 

E
Z
O
m
m
】
国

u
u
g
f
g
』ご
o
g
g』
uz-

0.20 

0.10 

0.00 
0 10 

Time (min) 

0.00 
20 0 10 

Time (min) 

20 

Figure 3・1.Cyt. c reduction mediated by C}Cn compounds at 10μ恥f
undcr acrobic conditions. 

Lin巴 1，C1C1; line 2， C1C2; line 3， C1C3; line 4， C1C4; line 5， C1Cs; lin巴6，C1C6;

line 7， C1C7; linc 8， C1C8; line 9， C1C9; lin巴 10，C1CIO; line 11， none. 
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ここで観iJ!IJされた Cyt.c還元況の差は、 JJ史の透過性が反映したものと考えられる。

CJCn化合物による Cyt.ρ+の巡元は Scheme3-jの様に考えられるが、 CJCn化合物は敵

化還元氾イ立がほぼてすしく細胞内で酵素によって l電子還元され、限素へ電子を渡す過程

に差はないものと与えられる。また、 U2-・と Cyt.c3+の反応速度は変化しないので、

Cyt.c還元主の1(')))11は剰11胞外でのU2-'jlU!:.filの増加であると考えられる。すなわちアル

キlレお1が長くなることによって、!換の透過速度が上11・し結果として細胞外での匂産

生むの吻加につながったものと考えられる。また、 CjCら CjClOで再び軽減したのは、

おそらく朕への応伝が起きて、細胞質に存在する還元防素との接触が断たれたかあるい

は還元されても細胞外まででてくることができずに Cyt.c3+の還元には至ら なかったも

のと~えられる。

C7111JJJJJどに:::

insid巴 outside 

ceJJ membrane 

Scheme 3・1.Mechanism of Cyt. c Reduction Pathway 
and Relative Potency of Penetration of C1Cn Compounds 
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第 4節 CICn化合物の大腸菌に対する増殖阻害活性

大!助E自(B株、 Vsl2~求性)を月j いて、 MPP+誘導体と問機、土台殖阻害活性を検討し

た。その結果を Fig.3-2a， b， C に示す。 H気的条件下での増組阻害活性はいずれの化合

物でも波度依存性が見られ、その到J来を世代時間から比較すると(Table3-3)、C1C4で

段大となった。この前性の限素依存性を確認するため、嫌気的条件下で同級に行ったと

ころ、 ωoμMという好気的条件下の 100から 10的情の濃度でも C1C1から C1C7は大

腸的の i(1Mに全く;~号事を与えなかった (Fig. 3-3)。そのためこれらの化合物による消殖阻

ま約十tは酸素依存的なものと結論することができる。 C1Cgから C1C1Oは嫌気的条件下

でも大腸菌の取殖を阻害した (Fig.3・3)。この酸素非依存的な活性は濃度依存的でしかも

アJレキ Jレ鎖が長くなるにしたがって強ま っていく傾向を示した (Fig.3-4)。また大腸wの

!?lMIIII;t虫に化合物の l電子還元休であるカチオンラジカル由来のずれ、色が被っているが、

府養液の濁りがii'iえる現象が観察され、この酸素手lo依存的な前性は界面活性線作用が現

われたのではないかと考えられた。これら敵素非依存的な活性を示した化合物でも低波

度では敵素毒性を発附するものと考えられる。
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C}C} I 1 k}c2 

8 .1 f ff〆 I .1 

o 
p、a
噌2

01 ......__.__.__.・ E ・ E ・ L........J .01 
o 2 4 6 8 1012 0 2 4 6 8 1012 

C}C3 l'  [C}C4 

8 .1 F /1 1.1 

01 ...............・冒目目 .01 
024681012 024681012 

Time (hr) Time (hr) 

Figure 3・2a.EfTects of C1Cn compounds (n=l・4)

on E. coli growth under aerobic conditions. 
E. co/i was grown in GM medium containing each compound 

at the following concentrations; Line 1， none; line 2， 0.1μ恥1;

line 3， 0.3μM; line 4，1.0μM; line 5， 3.0μM; line 6，10μM 
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6 
6 

.01 
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Figure 3・2b.Effects of C)Cn compounds (n=5・8)

on E. coli growth under aerobic conditions. 
E. coli was grown in GM medium containing each compound 

at the following conc巴ntrations;Line 1， none; 1in巴2，0.1μM;

1ine 3， 0.3μM; line 4， 1.0μM;lin巴5，3.0μM;line 6，10μM; 

line 7，30μM. 
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C1C9 

D
N

唱。。

C1ClO 

• .01- ， 1!'  1 I I .01 

024681012  02468 1012  

Tim巴 (hr) Tim巴 (hr)

Figure 3・2c.Effects of C1Cn compounds (n=9・10)

on E. coli growth under aerobic conditions. 

E. co/i was grown in GM  m巴diumcontaining each compound 

at th巴followingconcentrations; Lin巴 1，none; 1in巴4，1.0μM;

1ine 5， 3.0μM; line 6，10μM， 1ine 7，30μM; 1ine 8， 1(氾 μM

Table 3・3Generation Timca) of Aerobic E.coli Growth in the Prcsence 0 f Cl Cn Compounds 

conc.(μM) CICI CIC2 CIC3 CIC4 CIC5 CIC6 CIC7 CIC8 CIC9 CICIO 

none 51.3 51.3 50.2 50.2 50.8 50.8 43.6 43.6 52.7 52.7 

0.1 57.3 72.1 71.8 205 99.6 79.1 

0.3 123 117 476 899 261 215 150 73.0 

1.0 392 288 n.g.b) n.g 660 363 314 151 86.1 67.6 

3.0 511 455 n.g n.g n.g n.g 330 3∞ 494 187 

10 930 783 n.g n.g n.g n.g 487 829 n.g 867 

30 ーー_c) l1.g n.g n.g n.g 

100 n.g. n.g 

a) Unit of generation rime is minUle 

b) No growlh. (geneロ口00time; >ICX旧m川)

c) Nm tested 
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C'C'-C'C7 
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Figure 3・3.E. coli growth under anaerobic conditions. 
E. coli was grown in GM m巴diumcontaining C，Cn compounds 

at 100μM. Line 1， C，C，; line 2， C，C2; line 3， C，C3; line 4， C，C中

line 5， C，CS; line 6， C，Ct;; line 7， C，C7; line 8， C，CS; line 9， C，y; 
lin巴10，C，CIO; line 11， none. 

1 ~C ， CS 1 ~ C，c; 1 k，clO 

o 
ゎa
‘3 8.1 

01 - I ， I I I .011f!w曹守ー_" I • • I I .01 
o 2 4 6 8 1012 0 2 4 6 8 1012 0 2 4 6 8 1012 

Tim巴(hr) Tim巴 (hr) Time (hr) 

Figure 3・4.EfTects of C，Cn compounds (n=8・10)on E. coli 
growth under anaerobic conditions. 

E. coli was grown in GM medium containing巴achcompound at th巴following

concentrations; Line 1， none; line 2， 1.0μM; line 3， 3.0μM; lin巴4，10μM;

line 5，30μM; line 6， 100μM. 
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第 5節 CICn化合物の大腸菌に対する致死活性

大腸菌 (B株、 VB12要求性)を用いて、 MPP+誘導体と同線、大腸菌に対する致死1首

相を検討した。その結果を Fig.3-5に示す。致死活性は酸素依存的な増殖阻害活性とは

異なる結果を示した。すなわちアルキル鎖が長くなるにしたがって致死活性は軽減し、

CIC7以上で再び前性が現われた。 CIC9、CICIOは極めて強い活性を示した。アルキル

鎖が短いほうでI白州阻害活性と致死活性とでその効果が逆転しているのは、その方法の

泣いに起因すると与えられた。詳しくは後述するが、致死活性においては化合物の脂溶

性の高まりによって、一旦取り込まれた化合物が希釈、プレーティングの際に細胞外へ

溺n¥してしまうため、アルキルij'[が長くなるにしたがって活性が軽減したものと考えら

れる。また、アルキル鎖の長いほうで再ぴ致死1日立が現われたのは、致死活性を見る際

には化合物を i11i波度で1~f~g! させることと合わせて考えると、敵素~I，依存的な活性すなわ

ち、界而1青白線イ乍mが現われたのではないかと考えられる。

，ー、、

!;s'i2 100 、、__，

吋
〉

E 
D 
tI) 

C1C1-C1C4 C1C4-C1C6 C1C6-C1ClO 

6 

100 

2 

10 ・..__.__， 10 目 品 目 目 10
o 20 40 60 0 20 40 60 0 20 40 60 

Time (min) Time (min) Time (min) 

Figure 3・S.Lethal efTects of C 1 Cn compounds. 
The conditions were according to ref. 89 明lereaction media contained 

the following additives (500μM)・line1， C1C1; line 2， CJC2; line 3， C1C3
; 

lin巴4，C1C4; lin巴5，C1Cs; lin巴6，C1C6; line 7， C1C7; line 8， C1C8
; line 9， 

C1C9; lin巴 10，C1ClO 
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第 6節結論と考察

第3i苦で得られたがi果を Chart3.5にまとめた。アルキル鎖反のことなるパラコート

アナログ C1Cn化合物 (n=ト10)は、いずれも活性椴索増産能を示した。すべての化合物

に大腸閣の増殖阿 1 4!?活性が認められたが、 C 1 C 1 から C 1 C7 は限素依存的な lt~ 勉阻害活

性が1:な作用であるのに対し、 CIC8から C1C1Oには高濃度で酸素非依存的な活性を示

すようになることが分かった。後者の化千干物による作用は致死活性が極めて5nlく、嫌気

的条1'1下での検討から界而治性総作月jではないかと抗湖IJしているが、パラコー トによる

般家毒性とは線本的に異なる作JIJによると考えられる。アルキ Jレ鎖の炭素数が 8以下の

化合物ではほとんどミセルを形成していないということ 99)が一般的に指示されており、

酸素非依存的な活性を示した化合物の限界に近いことは興味深い結果である。

Chart 3-5. Sum of Section 3 
CICI CIC2 CIC3 CIC4 CIC5 CIC6 CIC7 CIC8 CIC9 C1CIO 

Extraccllular SUJ冗 roxidcFormation 

盤整週明凹ldcnl 医趨向indcpcndcnt
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両立素依存(I'~な毒性発現という意味においては、アルキル鎖を 4 まで伸ばすことによっ

てパラコートより強い増般阻害活性を示すことができた。これは Cyt.c法でも見られた

ように、膜の透過性が地したためにU2-'産生量が増加したことによると考えられる。

細胞外でのU2-'p1f_生量と':1:.物活性には必ずしも相関がないことは第 1章のベンゾフラ

ザン類との比較で述べた。 C1C4化合物は細胞外での句ー・産生量が増えただけでなく、

車11胞内での匂ー・産生量も増えたために活性の増強が見られたものと考えられる。また、

単に細胞内でのU2-ー産生量が噌えただけでなく、パラコートの活性発現に必要な別の

要因(標的分子との相互作mなど)も保持していたためと考えられる。この別の要因は

IJflらかではないが、化合物全体で 2価のカチオンであることや、カチオンラジカルの安

定性、適度な水溶性などが関係しているものと考えている。アルキル鎖が 5以上で再び

酸素依存的な増殖阻害活性が1経滅していったことは極めて重要な示唆を与えていると思

われる。すなわち細胞外での活性酸素産生長は増加していくのに酸素依存的な増殖阻害

活性は弱まっていった。このことは剰11胞内での化合物の局在が細胞に対し、効果的な酸

素毒性を発郷するのに重要な要因となっていることを示唆している。

動物に対するパラコート毒性ではJI市に集積性が見られる。これは肺の typeII細胞の

polyamine uptake機構にのり務積されるためと考えられている l∞-102)。大腸菌に対する

パラコートの取り込みは、 D-glucos巴によって促進され能動輸送される 15)。この取り込

みはカチオンtlの無機イオン (Na+、K+、Mg2+、Ca2+など)、塩濃度、 pHの低下によっ

て軽減される 13-15)。また、大腸菌のパラコート耐性株の 1つは uptake能の欠如による

こと 103)、大腸菌の polyamine回 nsporterの lつに対しパラコートが親和性を示すこと

104，105)も分かっている。これらのことはパラコー トの取り込みに対し、他の薬物とは

異なる特別な作用機序が存在していることを示している。

ここで用いた CICn化合物は欣射能ラベル休がないので、後述する抗パラコート抗体

をJTjいて細胞内への取り込みを検討した。まだ満足のいく結果ではないのでその定性的

な結果について述べる。 C1C[、C1C4、CIC7、C1C1Oについて検討したところ、他の 3

つの化合物に比べて CICIOの細胞内濃度は 10倍高く、 mMオーダーの値を示した。経
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s.f変化についても検討したところ、 C}C}は11在110と共に値が上昇したのに対し、他の 3

つの化合物は 5分平2皮ですでに飽和していた。推測の域を過ぎないが、アルキル鎖が長

くなるに従って脂溶性が増すと、上記の機構にのらなくなり受動輸送になるのではない

かと考えられた。 C}ClQになると朕への移行性が高くなり他の化合物よりも細胞内波度

がおく見られたものと考えられる。さらなる検討を重ね生物活性との相関や、 一旦取り

込まれた化合物の妓け易さなども表現できればと考えている。

嫌気的条1l.下でのI骨死i阻害活性において、政子長非依存的な活性が見られたときにのみ

濁J互に化合物の }m子還元体であるカチオンラジカル山来の青い色が絞っているが、な

ぜアルキル鎖の短い化合物ではこの現象が兄られないのであろうか。嫌気的に培養した

場介であっても大腸菌はパラコートを還元できるだけの能力は持っている。しかし酸素

がないため 1~U:子還元休はその電子を波す相手がないと考えられる。それならばアルキ

ル鎖の短い化合物であっても青い色が濁皮に依ってくるであろう。ところが増殖が見ら

れたときには青い色が見られず、:f:~f1立が抑制されたときのみ青い色が見られることから、

大腸菌ーはパラコートアナログの l電子還元体を電子供与体として営むシステムを持って

いると考えられる。アルキル鎖の長い化合物によって細胞が破壊され、細胞成分が無秩

序になってしまうとこのシステムが機能することができずにカチオンラジカルが安定に

存在し、その車fi呆濁度に1'fい色が絞ってきたものと考えられる。

致死i首位においては僧殖IIil害活性とは異なり、酸素依存的な活性と思われる C}C}か

らC}C6はアルキル鎖が長くなるにしたがって、活性が軽減する傾向を示した。ここで

増員自阻害活性と致死活性のその方法の追いを議論してみたい。増殖阻害活性は培地中に

常に化合物が存在し、パラコートのような代謝されにくい化合物は測定時間中安定に存

在する。それに対し致死活性においては、一定時間大腸菌を化合物と接触させた後、希

釈、プレーテイングなどによって化合物は細胞内に取り込まれたもののみが存在するこ

とになる。 Fridovichらによって、パラコートによる致死活性は大腸菌が化合物に接触し

た直後に現われるのではなく、プレー ト上でコロニーを形成する際に現われることが示

されている }4，}5)。また、大腸菌 B.f'"jょと K-}2株 との比較から、パラコートは B株には
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仇:j与されるが K-12株には保持されず、希釈操作等によって細胞外へ抜け出てしまい、

*8*として K-12株では致死活性が見られないと報告している 14，15)。以上のことを考

えると致死実験では、脂溶性の高い化合物は一旦取り込まれでも、希釈、プレーテイン

グの際に細胞外へ漏出し、 i告処阻害活性を 示したときと は同じ効果を発節することがで

きないと考えられる。すなわち致死活性は細胞内に取り込ま れた化合物が、プレート状

でコロニーを形成する際に効果を発防していると考えられる。そのため致死活性とはいっ

てもプレー ト上での増員立阻害活性である可能性が高い。ベンゾフラザン類、ヘテロペン

タレン類、第 1t;そで述べた MPP+誘導体など敵素毒性を示した化合物が致死活性を示す

に至らなかった原因の一部はこのことに由来するものと考えられる。プレート上での

assayは24時間後のコロニー数で比f絞しているが、これを数日に延ばしてコロニーが見

えてくれば、 tm殖阻害効果と言えるのではないだろうか。
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第4章

パラコート類縁化合物の酸化還元特性に与える

抗パラコート抗体の効果

前市までに限1f，形性における化合物の酸化還元特性の重要性を示してきたが、序章で

も述べたとおり、般化還元7lif立は電子の流れを規定する lつの尺度である。 一定条件下

で化合物の般化還元電位は変化しないと考えられるが、周囲の環境の変化によって化合

物の般化i塁元特悩は大きく変化する。例えば、電子伝達系のシトクロム成分のなかには、

同じへムを内包しながらその酸化還元電位の異なるものが存在する。この原因はタンパ

ク質のもたらす「環境Jの違いに由来すると言われている。この「環境」とはいったい

どのようなものなのか、またその「環境」の違いによって化合物の酸化還元電位はどの

程度変化するものなのかに興味がもたれた。

パラコートはその酸化還元特性について最も良〈検討されている化合物の一つである。

またモノクローナル抗体は高い認識力をもって、しかも単一分子種として得られるタン

パク質である。これらの点から、パラコートを標的化合物、モノクローナル抗体をアボ

タンパク質のモデルとして月]いれば、タンパク質の作る「環与をJの違いが酸化還元特性

の変化にもたらす影響をゆ]らかにできるのではないかと考えた。
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第 1節 抗パラコート抗体調製のためのコンセプト

パラコートの般化還元特性に影智1を及ぼすmi主的要因は 2つある (Schem巴4-1)01つ

は 2 つの芳容環をつなぐ結合で自 [1 ，日 il!~が可能であることである。この回転を平面に同

定することは、 1m:子還元されたときのラジカルの非局在化を高め安定化する。すなわ

ちパラコートは還元され易くなり、酸化還元電位はプラス側へ変化する。この綬拠とし

て次の機な事象がやげられる。パラコートのように bipheny1骨格を持つ化合物は、平岡

から約 30I度ねじれた状態でエネルギー的に安定であるが 106)、パラコートは l電子、

2m子と還元されるに従って平而性がruまる 107)。パラコートの 2電子還元休は quinoid

fonn (leuco fonn)とl呼ばれ、 完全な平而である 108)。また MPP+について、 2つの芳香

環のなす角度を変化させたときのエネルギー状態の変化に関する言1-1/ーがなされている

109)。この場合、 MPP+の酸化還元fZ位は LUMOと布l関があると考えられるが、計一1/:結

果から 0皮のH与と 90度の時では般化還元f町立が約 3∞mV異なり、平市の!時が最も還元

.Fixation to Planar Conformation; more reducibl巴;E1!2 Up 

¥H山 ιCHヘ
.Charg巴Complem巴ntarity;1巴55reducibl巴;EI!2 Down 

.Pr巴eRotation 

.Oicationic Charge 

¥よ -/ x 

H3山O〈〉CH3

Scheme 4・1.Concept of Effects on Redox Property of Paraquat 
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され易い。以上のことは、自由回転可能な化合物が平面に固定されると、還元され易く

なることを示唆している。

もう l つの~凶として、パラコートは化合物全体で 2 価のカチオンである点が挙げら

れる。このジカチオンに対し静電的中1l1I作川が存在すると、 化合物の電子密度はiRiまり、

パラコートは還元されにくくなり、再変化還元m位はマイナス側へ変化すると考えられる。

このような概念に基づいたハプテン抗原をデザインし、モノクローナル抗体を調製す

れば、タンパク質による認識紙式と敵化還元特性の変化をうまく説明できるのではない

かと考えた。
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一~・4

ハプテンのデザインと合成第 2節

上記の概念に基づき、パラコート 1j"格を含みかつ平菌性を持つ化合物 Haptenをデザ

インした (Chart4-1) 0 3，8-phenanthro1inium '?J'絡を直鎖アルキル鎖の spacer部分を介し、

末端のカルポキシル基を活性エステル法にてキャリアータンパク質へ結合させるように

考えた。自rlJ!慌の高い spaωrを介することで、モノクローナル抗体の認識部位にキャリ

アータンパク質の影響がでにくく なると考えられた。合成は Scheme4-2に従い、

Hapten の.f1~:ì1iは各種徴器データ及び元素分析にて確認した。

fr成した Haptenをキャ リアータンパク質である keyho1elimpet hemocyanin (KLH)と

bovine serum albumin (BSA)に結合した。Haptenに特異的な吸収スペク トル (入max;389 

nm)から結合を確認したところ、その*.'1合比 (Hapten/carrierprotein)はそれぞれ 460と 12

だった。Hap-KLHは免疫111に、 Hap-BSAは抗体の screenmg及び、その後の assayに用

Hapten 

spacer reglOn 

ω』
ロ
】

υロ
-
H
】
的
】
司
ロ
ゲ
国
』
d
u
仏

いた。

Chart 4-1. Structure of the Hapten 

-76 -



。j+cytmactm
hv 

cyclization 

in CHCI3 

G叩

h
代
町
一
川

Scheme 4・2.Synthesis of the Hapten 
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第 3節 パラコートを認識するモノクローナル抗体の

調製

モノクローナル抗体の調製はn.i去110)に従い Schem巴4-3に示す scheduleで行った。

4酬tは次のとおりである。 Hap-KLHをBALB/cmouse (female; 8 wk old)に糾臓内投与し、

曲lil'i'i'の抗体仰の上昇を確認した後、 2迎/itlおきに boostを重ね、 finalboostの後 3日後

に n~，'臓を摘 n~ し、ミエローマ刺11胞 (X63.653) との細胞融合を行った。 HAT 上野地で府養し

Immunization (BALB/c mice; f，巴male，8 wk old; i.s.) 

1st. boost (14 days after immunization) 

+ 
2nd. boost (14 days after 1 st. b∞st) 

+ 
Spleen cells; fused to myeloma wilh PEG 4α)() (3 days after final b∞SI) 

+ 
Cell cullu児 inHATm巴dium(for about 2 weeks) 

+ 
Scr陀E閃ee，町enl川11山1m口ingof ha叩叩P戸t巴叩n-叩巴叩cαifica叩ntl山1ぬboωdypro吋duω1応cinghyb耐bri吋idoαmaa 

+ 
Limiting dilution (20 hybridoma selected) 

Screening of haplen叩 ecificmAb pr<吋 ucinghybridoma 

+ 
ESlablishment of 5 monoclonal hybridoma 

Purification of mAbs from culture sup 

Characlerization of mAbs 

Sclzeme 4・3. Preparation of Monoclonal Antibodies (mAbs) 
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つつ、 Haptenに特異的な抗体を産生するハイプリドーマを選択し、限外希釈を行い、パ

ラコー トを特民的に認識するモノクローナル抗体を産生する細胞を確立した。それぞれ

を人;古l.tffftし、その培養上消から IgGはproteinAや proteinGのaffinitycolumnを用いて、

IgMは波綿後、グルろ過を用いて精製した。2次抗体を用いて得られた抗体の class、

subclassを確認し (Tabl巴4-1)、SDS-PAGEによってその純度を確認した (Fig.4-1)。また、

Lowry法 91)によりタンパク定fitを行った。以上の結果、 3種のIgGと2HIの IgMを得

た。

Table 4-1 Charactcristics of Purified mAbs 

mAb c1ass subclass 

MAIG IgG y包a

MFIG IgG yl 

MB2G IgG y包b

MGIM IgM 

MHIM IgM 

1 2 3 4 5 6 

>_ __ I~ IgM Hchain 

IgG Hchain -1・"ー・

IgG Lchain -1 -也 、 - - 1-唖 IgMLchain 

Figllre 4・1.SOS・PAGEof plIrified mAbs. 

Lane 1; known IgG，lane 2; MAIG，lane 3; MFIG， 

lane 4; MB2G，Iane 5; MGIM，lane 6; MH1M. 
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第4節 抗パラコート抗体の認識様式

1~} られた 3 粒の IgG について、 ELISA 法の結合阻害実験から、それぞれの認j制選式に

ついて検討した。TIi販のもの及び別途合成したがj50種の Haptenアナログ、パラコート

アナログ及びそれらの前駆体などをITJいた。抗原には Hap-BSAを用い、化合物を加え

ないときのモノクローナル抗体の結合を 100%とし、化合物を加えたときの 50%阻害濃

度を 1C50として司2価した。その結果を Fig.4・2a-dに示す。縦軸はーlog[IC501で示しで

ある。

3程の IgGはいずれも Haptenのアナログである 3，8-dimethyl-3，8-phenantl官oliniumに対

し、 1-3nMと高い親和性を示した。Fig.4-2aに示すとおり、平面性という観点から見る

と、 MFIGは 3環性の化合物に対しほとんど認識力の差がないのに対し、 MAIGは大き

な差を示した。カチオンの位置に関しでも、 MFIGはその許容範囲がJよいのに対し、

MAIGは許符範聞がtたいと考えられる。 MB2Gはこれら 2つの点に関して、 MA1Gと

MFIGの中間的な認識能を示した。

Fig.4-2bは、カチオン性の異なるパラコートアナログについて比べてある。カチオン

性のあるなしについて、 MFIGはその差がほとんど認識能の差に現われないのに対し、

MAIGはカチオン性が減少するに従って、認識能も低下した。また平而性を取りえない

パラコー トアナログについて比較すると (Fig.4-2c)、MF1Gは全般的に鋭利性が低いが、

カチオン性の違いによってほとんど差がないのに対し、 MA1Gは化合物のカチオン性が

高まるにしたがって、親和性が上昇する傾向を示した。これら 2つの点に関しでも、

MB2Gは MAIGとMFIGの中間的な認識能を示した。

また、 spacer行115JにHする認識能を比較すると (Fig.4-2d)、MA1Gはspacer部う〉によ っ

てほとんど税不nttの変化を示さないのに対し、 MB2GとMF1Gは 101脅から ωo倍、税

制l性の上昇が凡られた。電荷的に'1'性の化合物に対しては、 1∞μMでも 1C50を示すも

のはなかった。すなわちーlog[IC501で4以下であ った。
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以上の車iiM~ をまとめると、 Table 4-2のようになる。 MAIGはジカチオンに対し特異的

に認識し、 MFIGは、|ξ而性を強〈認識すること、 MB2Gは MAIGとMFIGの中間的な

認識能を示すことが分かった。同ーのハプテンに対し、これら異なる認識能を示すモノ

クローナル抗体が作られ、前性との比較検討が十分できるものと考えられた。

Table 4-2 Summary of Recognition Type of mAbs 

charact巴ristics MA 1 G MFl G MB2G 

planarity +a) 

dicationic charg巴 +++ 

monocationic charge + 

precision of cation sit巴 ++ 

spacer reglOn + 

a>-rhis table shows r巴lativeaffinity betw巴巴nmAbs; 

+++， high; ++， medium; +， low;::!:， little 
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第 5節 パラコート類縁化合物の酸化還元特性に与える

抗パラコート抗体の効果

パラコー トの酸化還元特性に与える抗パラコート抗体の効果を検討する目的で、酸化

還元滴定法を確立した 111)。比較的酸化還元電位が近い、 methy1benzy1 viologen 

(MBzy2+)とdiquat(肉2+)を民主化還元指示薬として、 di出ioni低 (Na2S204)を還元剤とし

て川いた (Schem巴4-4)。般化還元滴定を行う条例下、サイクリ 7クボルタムメ トリーに

よって両者の酸化還元町立を社!院したところ、 MBzy2+と閃 2+の酸化還元電位はそれ

ぞれ 387mY (vs. NHE)、-365mY (vs. NHE)の値が得られた。 i商定は 3μMのMBzy2+

と以""2+を含む PsS(pH 7.4)を脱気し、 50mMの dithionit巴溶液を少量ずつシリンジで

加え、吸収スベク トルの変化を追跡した。

Na2S204 

λmax=397 nm 

Scheme 4・4.Redox Titration between Diquat (DQ2+) and Viologens (V2+) 
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阿手?の還元休の dtiから般化体、還元体の比を求め Nernstの式に代入し、

Nernst equation 

2.303 RT/nF log[DQ2+ oxl/[以::22+redl+ E1β(DQ2+) = 

2.303 RT/nF logrv2+ oxl![y2+陀dl+E1β(V2+)

的 2+の般化還元m位を -365mYとして Mszy2+の般化還元町立をt):出した。その結果

をTable4-3に示す。タンパク質を加えない系では、 MBzy2+の般化還元電伎はー412mY

(vs. NHE)とt):/J'，された。比較として行った BSAを添加した系、 BSAにviologenを共

有結合させた系では、タンパク質を加えない系と比べて大きな変化はなかった。

Tablc 4・3Rcdox Potentials of Viologens Calculated 

by Nernst Equatioll 

viologel1s E1/2 VS. NHE 

MBzV2+ -412:t 9 mV (n=1.07) 

MBzy2+ plus 0.02 % BSA -405:t 10 mY (11=1.13) 

y2+-BSA -386士6mY (11=0.83) 

The values of E1/2 ar巴expressedas mean:!: S.D 

次にモノクローナル抗体の効果を検討するべく行ったところ、抗体の添加量に従って、

MBzy2+の還元体のl汲光j支が減少した (Fig.4-3)。また酸化還元指示薬に対し、少過剰の

モノクローナル抗体を添加lし還元休の吸収スベクトルを観察したところ、いずれのモノ

クローナル抗体を111いた場合でも逃元休の吸収スペク トルは見られなかった。この結果

は、抗体によって認識された MBzy2+はdi山10mt，巴 では還元されないほど般化還元屯位

がマイナス側へ変化したものと考えられる (Scheme4・5)。このことは当初予想した平而

性の認識よりも、 fゆm的相互作川の寄与が大きく 、化合物の電子密度が上昇した結来で

あると考えられる。
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Figure 4-3. Effcct of mAb (MAIG) on Mszy2+ reduction by dithionite. 

Yi010gen r巴ductionwas monitored at 397 and 604 nm by measu陀 m巴ntof cation radica1 

formation in 10 mM  phosphat巴buffersaline (pH 7.4) under anaerobic conditions at 25 "C. 

A smal1 a1iquot of 50 mM  dithionite s01ution was added to 1.8 m1 of the reaction mixtures， 

containing 3 ).lM MBzy2+ and adequat巴 concentrationof mAbs. 

E1/2 

jvご Mー412mY

+ 

Sche11le 4・5.Schematic Representation of 

mAb Effect on Mszy2+ Reduction 
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第 6節結論と考察

平而性とジカチオン性という viologen化合物の般化還元特性に影響を与える 2つの妥

囚をハプテンに導入し、モノクローナル抗体の綿製を試みた。その結果、認識能の異な

る3l主のモノクローナル抗体(IgG) を得ることがU~来た。そして敵化還元消定法による

検討の結果、いずれの抗体も般化還元電位をマイナス側へ変化させる結果を示唆するも

のだった。このことは比較的平而性をよく認識する MF1Gであっても、電荷的にrl'性の

化千干物を認識することはnl，来ず、少なくとも 一つの静7町内相互作用が存在し、化合物の

氾了一衛度を高めることになったことが原因であると推察される。

また、抗体の存{E下 MBzy2+の還元体の吸収スベクトルが得られなかったことについ

て、抗体による認識の結果 dithioniteが MBzy2+に近づくことが出来なくなったという

可能性も考えられる。 しかし、 dithionit巴の活性極は S02-'という小分子と考えられてお

り112)、比iI，史的アボタンパク質の内側に思め込まれたへムなどを還元することもできる

ので、この可能性は低いと忠われる。

抗パラコート抗体がパラコートをどのように認識しているかということに関して、

ELlSA法の結合阻害実験によってある程度把握できたが、抗体のアミノ酸配列の決定、

そして computermod巴llingによる認識部位の構築を行えばより詳細lが明らかになると思

う。X線解析ができればなおさらよい。これらの検討は抗体に何らかの機能が見られた

後に行う予定だったのでまだ行っていない。しかし、こうした検討によってパラコート

類縁化合物がどのように認識されているかが切らかになれば、ハプテンの改良、機能の

最適化へつながるものと考えている。

抗体の親和'門ニについて ICSOという相対的な他で求めた。 Kdをtr.山することが望まし

かったが、パラコートの比}j.lc ~.J前性の低さや、蛍光強度変化の小ささなどからtr.L!Jする

には至らなかった。しかし、いずれの IgG もハ プテンのアナログである

3，8・dimethyl-3，8-phenanthroliniumに対し、 1-3nMという 1CsoiilIを示したことから走路和性
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が高いことを示している。耕平11性の市さは抗体の持つ lつの特性であるが、抗体に触媒

的機能を発現させる際には必ずしもギT~jJ に働くとは限らない。抗体触媒において

lranS1Uon-stat巴 stabilizationのストラテジーで得られた加水分解活性は、基質とハプテンと

の認識能の差 (Km爪i)が触媒活性 (kcatfkuncaVに反映されると考えられている 37)。ここ

で符られた抗ノTラコート抗体で、ハプテンと viologen化合物がよく似ていることが具体

的な般化還元氾伎の測定に至らなかった理[1，かもしれない。
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第5章

種々の化学反応にもたらす

抗パラコート抗体の効果に関する試み

第4章で符られた抗パラコート抗体は、認識能の差こそ見られたが具体的な酸化還元

nd立を求めるには至らなかった。その原因として vio1ogen化合物に対する親和性の高き

が与えられた。そこでハプテンの椛造を規範として認識部位に当てはめることが可能な

化令物をデザインし、何かしらの触媒活性を見い山すことは出来ないかと考えた。触媒

i1i性発現には抗体の認識力、反lι点となるアミノ限残基の性質などが考えられた。そこ

で予面性と、静電的杭l互fノ'!'-I日によって認識部位に存在するであろうアニオン性残基によ

る求核性(底法性)を考慮して、以下の反応系に対するモノクローナル抗体の効果を検

討した。
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第 1節 電子伝達系に対する効果

MFIG、MB2Gは陀dox-mediaωrとして知られる phenazinemethosulfate (PMS+)に対す

る1M日性を示した。そこで NADH・PMS+-cyt.c3+で榊築される電子伝達系モデル反応

113，114)に対する効泉を検討した (Scheme5-1)。抗体による認識によって、反応の加|迷

効'*や特異性の変化がWJ待された。

NADH --........ ./"ー PMS+喝、、/争 2Cyt.c 2+ 

NAD+"--- 、争ー PMSH__./ "、-2 Cyt.c 3+ 

Sclzeme 5-1. Eleclron Transfcr Model Reaction 

触媒量の PMS+を合む条件で、 Cyt.c3+の還元速度を測定したところ、 PMS+は段高

約 1000回の回転数を示した。モノクローナル抗体の存在下、この電子伝違反応は抗体

のPMS+に対する籾利牲にほぼ依存して阻害された σabl巴5-1)0NADHの消費速度を測

定したところ、モノクローナル抗体は NADHが PMS+を還元する過程を阻害すること

が分かった (datanot shown)。これは PMS+は平面であるのに対し、 NADHによって 2電

子還元されたジヒドロ体 (PMSH)は歪むことが知lられているが 115)、抗体による認識に

よって歪みが抑制されるために泣元されにくくなり、この反応が阻害されたものと考え

られた。
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Table 5-1 mAb Effccl on Cyt.c Rcduclion Rale 

mAb (ratio) Initial rat巴 Relativerat巴

(μM/min) (%) 

none 0.260 100 

MAIG (1)1) 0.251 97 

MA1G (3)1) 0.285 110 

MA1G(3) 0.217 84 

加1F1G(1) 0.192 74 

MF1G (3) 0.0909 35 

MB2G (1) 0.131 50 

MB2G (3) 0.0852 33 

Cyt.c reduction was measured sp巴C町ophotom巴出callyat

550 nm. The mAbs were preincubated in th巴 reactlon

mixture， containing 15μM Cyt.c3+， 10 nM PMS+ in 

PBS (pH 7.4) at 25・Cfor 10 min 百1巴児actlonwas 

initiated by addition of 100μMNADH 刊 evaJues in 

ule paren山巴S巴sare ule ratio of mAb binding-site 

concentration versus PMS+ concentration. 

l)without preincubation 
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第 2節 加水分解反応に対する効果

カルポン般のp-nitrophenylesterは、その生成物の測定の簡便さから、加水分解反応の

t.l''i'{としてよく汀iいられる 116)0 p-nitrophenylpicolinateは、金属イオンの配位、及び加

水分解反応の促進が見られることから、金属両手素モデルとして広〈用いられている

(Sch巴me5-2) 117，118)。この金属イオンとの complexは、基質のみよりも平面性が高まり

カチオン性を持つことから、抗体による認識効果が見られるのではないかと考えた。抗

体による認識が見られれば、，IH'Iと金属イオンとの結合能の上昇による加速効果や、抗

体認識部位に存在するであろう求校性 Wi:t.l'性)残基による加水分解約性の促進などが

起きると考えた。

60る
metal ion 

(M"+) 

叫ん

v
x
u

。=O+0cooH
OH 

Scheme 5・2.Hydrolysis of p-Nitrophcnylpicolinate 

p-nitroph巴nylpicolinateの加水分解反応は、金属イオンや抗体の添加l無しにも見られ、

その速度定数と前性化エネルギーなどを Table5-2に示した。この反応、は金属イオンの

添加lにより加速効果が見られ、その効果は Cu2+>Ni2+>Zn2+の)llnに高かった (datanot 

shown)。しかし、抗体の添加l効果及び‘金属イオンと抗体の添加による効果は見られなかっ

O'  
h、。
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Table 5・2 The Reaction Parametcr of Spontaneous 

Hydrolysis of p-Nitrophcnylpicolinate 

1巴mperatu陀 kobs t)/2 

(・c) (x103 h-1) (h) 

20 68.2 

25 133.5 

30 231.5 

37 499.5 

Ea (kcal/rnol) 

6H+ (kcaVmol) 

6S+ (caVrnol'K) 

6G+ (kcaVmo1) 

21.0 

20.4 

-10.5 

23.5 

10.2 

5.19 

2目99

1.39 

p-Nitropheno1 fomlation was rnonitored spec町ophoto-

m巴tricaJ1yat 400 nm. The reaction was initiated by adding 

substrat巴 toPBS (pH 7.4) thermostatyz巴dat出eindicated 

temperatur巴ThcvaJues of kobs were caJcu1ated from initiaJ 

rates of differ巴ntsubstrate concentrations 
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第 3節 benzaldehyde生成反応に対する効果

N-oxid巴化合物をmいた、 haloalkan巴からの一段附 aldehyd巴生成反応は、その中IlU体と

して alkoxyammonillmωtionを取り、さらに protonの引き抜きに baseを要する反応であ

る 119-122)。そこで pyridineN-oxid巴と benzylbromideから N-benzyloxypyridinillmを合成

し、これを基質として benzald巴hyde生成を検討した (Scheme5-3)。抗体による認識が見

られれば、'i'tl:条1'1"-下でも抗体認識部位に存在するであろう求主主↑1:(塩基性)残基が

protonの引き抜きをfqM!l:し、反応の加速が見られるのではないかと考えた。

Scheme 5・3_scnzaldehyde Formation from N-Bcnzyloxypyridinium 

IN NaOH水i符液'iJでは、 50ll1inで約 25%の収率で benzaldehyd巴生成が見られた (Fig.

5-1)0 pH 7.4の PBS11'では 811.yIIU後でも、抗体のあるなしにかかわらず、 benzaldehyde

生成は全く見られなかった。
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Figure 5・1.senzaldchydc formation from N-benzyloxypyridinium. 

Product fonnation was I11casured by HPLC ana1ysis. Th巴 reactionwas initiated 

byadding 1 111M substrate to 1 N NaOHaq， thennostatyzed at 25・c.
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第 4節 芳香化型中間体を経由する

脱酢酸反応、に対する効果

ald巴hydeから oxim巴を経山し、脱水させ nitrileを得る反応は、官能基変換反応のーっ

として知lられる反応である 123-126)。脱ぶ剤として酸ハロゲン化物を用いた例では、中

110体として 6.fI mを経111することが示唆されている (Schem巴5・4)123)。そこで

O-acetylpyridine-4-aldoximeを必質として、そのl胤酢酸反応、による 4・cyanopy吋dineの生成

を検討した (Scheme5-5)。問時に加水分解によって生じる pyridine-4-aldoximeも検出を試

みた。この脱再j，M反応の小川l休はパラコート骨絡に類似しており、抗体は芳香化型の中

間体を認識し安定化させることで反応を加速するのではないかと考えた。

しかし pH7.4の PsS'1' 6 11寺11日後でも、抗体のあるなしにかかわらず、 productの生成

は見られなかった。

JH+CL人

』 OA。

? 

。01。

』

RCN 

+ 

CO2 

+ 

C6HsOH 

Scheme 5・4.Proposcd Mcchanism of Nitrilc Formation 

(according to rcf. 123) 
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6 OH 

6 
Sche11le 5・5.Dcgradation of 0・Acetylpyridine-4・aldoxime

-99 -



総括

i市性酸素増産斉IJにl児する検討では、 4'ーN02MPP+という新たな活性敵素増産弗lを見い

LI'，し、化合物の般化還元電位とM!l毒性の相]関を切らかにした。また、アルキル鎖長の

à~なるパラコートアナログ、 CjCn 化合物を用いることで、酸素毒性発現における細胞

|人l冷却jの重要性を示した。これらの化合物を実川へ転ずるには、創IIJ抱や組織に対する選

択性が重要なテーマとなってくる。車IIIJ抱表面レセプターに選択的なリガンドなどと結合

させることで、抗がん活性なども引き出すことができるのではないかと考えられる。ま

た、酸素ストレスの解明は疾忠や老化などを考えるうえで重要であり、これらの活性酸

素増産剤はそのツールとなりうるだろう。

抗パラコート抗体に関する検討は、決して十分な結果が得られたとは思わないが、抗

体による認識、リガンドとの相互作用に基づく新たな活性発現は、今だもって無限の可

能性を秘めており、さらなる発股がJUJ待できる。新たなアプローチを考えてみたくなる

テーマである。

ーjOu-



Mαteriαlsαnd Methods 

General Metlwd[or Organic SYllIhesis 

Un1ess otherwise noted， materia1s were obtaincd from commercia1 supp1i巴rsand used 

without furthcr purification. Ethcr and benzene were dried by distil1ing from CaH2・

Tetrahydrofllran (TI-IF) was distil1ed from sodium with benzophenon巴 asan indicator 

M巴01-1， EtOI-l， AcOEt， C1-I2C12， CI-ICI3 and n-hexane were purifi巴dby distil1ation. 

Dimethy1fonnal11 id巴(DMF)and pyridinc were dri巴dwith Lind巴type4A mo1ec1l1ar sieves. 

Al1 aqlleolls solutions were prepared from distil1ed water or mil1i Q water. Si1ica g巴l

chromatography was performcd llsing Kiese1 ge1 60 (230-400 mesh; Merck) si1ica gel. 

Me1ting points w巴redetermined llsing a Yanaco melting point apparatus and ar巴

uncorrected. 

SYll/hesis o[ MPPキ DerivativesL -1J2 

1). Precursors of MPP+ d巴rivatives

4-(4'-N i trophen y1)pyridin巴and4-(3'-nitropheny1)pyridin巴we陀 p陀 paredby nitration of 

4-pheny1pyridine according to th巴 methodof Forsyth and Pyman 127). Crud巴 4-(4・-

nitropheny1)pyridin巴wasrecrystal1izcd from n-hexane to give co1or1ess needles. The yi巴1d

was 29%. mp 118-121・C[lit. 123-124・C127)). 11-1-NMR (400 MHz; CDC13fTMS) 0: 

7.54 (d-d， 21-1， 1-13， J =4.4， 1.5 I-Iz)， 7.80 (d， 21-1， 1-12'， J =8.8 I-Iz)， 8.36 (d， 21-1， 1-13'， J 

=8.8 I-Iz)， 8.76 (d， 21-1， 1-12， J =4.4 I-Iz). MS m/Z: 2∞(M+)， 154 (M+-N02). IR (KBr): 

1350， 1510 cm-1 (N02). Crud巴 4-(3・-nitroph巴ny1)pyridinewas recrystal1iz巴dfrom n-

hcxane 10 give pa1巴 yel10wnecd1es. The yie1d was 12%. mp 108.5-109・C[lit. 109・110

・C127)]. 1 I-I-NMR (400 Ml-lz; CDCI3fTMS) 0: 7.57 (d-d， 21-1， 1-12， J =4.4， 1.5 I-Iz)， 7.70 

(d-d， 11-1， 1-15'， J =8.1， 8 I-Iz)， 7.98 (d， 11-1， 1-16'， J =8 I-Iz)， 8.32 (d， 11-1， 1-14'， J=8.1 I-Iz)， 

8.52 (d， 11-1，1-12'， J =2.2 I-Iz)， 8.75 (d-d， 21-1， 1-12， J =4.4， 1.5 I-Iz). MS m/Z: 2∞(M+)， 

154 (M+-N02). 1R (KBr): 1360，1500 cm-1 (N02). 

l
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l
 



4-(4二Aminoph巴nyl)pyridin巴wasprepared by reduction of 4ー(4'-ni汀ophenyl)pyridine

4・(4'-Nitrophenyl)pyridin巴(1.0g; 5.00111101) dissolved in c. I-ICI (27 ml) was poured onto 

Fe powder (1.5 g; 26 m01ol). Th巴 reactionmixture was stirred at r，∞m temperature for at 

least 30 min， made basic， and extracted with ether. After removal of ether， the crude 

product oblained was recrystaJlized from EtOI-l to give 4ー(4'-aminophenyl)pyridineas pale 

brown flakes. The yi巴Idwas 560 mg (61%). mp 231.5-234.5・C[Iit. 232-234・C127)] 

T巴nd巴dto sublim巴 11-1-NMR(400 Ml-lz; CDCI3/d6-DMSOrrMS) o: 3.48 (br， 11-1， 

-NI-I2)， 5.30 (br， 11-1，ーN1-I2)，6.69 (d， 21-1， 1-13'， J =8.8 I-Iz)， 7.48 (d， 21-1， 1-12'， J =8.8 

I-Iz)， 7.50 (d， 21-1， 1-13， J =6 I-Iz)， 8.48 (d， 21-1， 1-12， J =6 I-Iz). MS m/Z: 170 (M+). 

4-(3'-Aminoph巴nyl)pyridin巴 waspr巴paredby reduction of 4-(3'-ni甘ophenyl)pyridine

4-(3にNitrophenyl)pyridine(1.0 g; 5.0 O1mol) dissolved in 6N I-ICI (20 ml) was poured 

onlo Fe powder (1.0 g; 17 O1mol). The reaction mixture was stiπed at r∞m te01perature 

for 15 min， mad巴basic，and extracted with ether. After removal of ether， the crude product 

obtained was recrystallized fro01 2・propanolto gi v巴 4-(3'-a01inophenyl)pyridineas 

colorless needles. The yield was 657 O1g (77%). mp 167.0-167.5・C. 11-1-NMR (60 

Ml-lz; CDCI3/d6-DMSOrrMS) o: 4.5 (br， 21-1， -NI-I2)， 6.6-7.3 (m， 41-1， aromatic protons)， 

7.5 (d， 21-1， 1-13， J =6.1 I-Iz)， 8.6 (d， 21-1， 1-12， J =6.1 I-Iz). MS m/Z: 170 (M+). 

4-(4'ーCyanophenyl)pyridinewas prepared by cyanization via diazotization of 4ー(4'-

aminophenyl)pyridine. B巴for巴diazotization，CuCN solution was p陀par巴das foJlows. A 

solution of NaHS03 (125 mg; 1.2 O1mol) and NaOI-l (100 mg; 2.5 mmol) in water (10 ml) 

was add巴dto a O1ixtur巴ofCuS04・51-120(780 mg; 3.1 mmo1) and KCI (230 mg; 3.1 

O1mol) in 30 ml hot water (60・C)， giving a pal巴g陀巴npr巴cipitateof CuCI. After it had 

cool巴d，the supernatant was re010ved by decantation. To this CuCI solution， KCN (585 

mg; 9.0 mmol) in waler (10 ml) was added and a cIear Solulion of CuCN (ca. 35 ml) was 

obtain巴d. Separately， NaN02 (38 mg; 0.50 O1mol) in water (1 ml) was add巴dto 4・(4'ー

aminophenyl)pyridin巴 (85mg; 0.50 010101) in 2N I-ICI (5 ml)， keeping the temperatur巴

below 0・C.The reaction O1ixture was adjust巴dto 8 at pl-l with sat. NaHC03， then the 
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CuCN solution (20 ml; ca. 1.7 mmol as CuCN) prepared above was add巴d.The brown 

prccipitate that appeared was extracted with cther. After removal of巴ther，th巴 crude

product was rccrystallized from n-hexane to obtain orange needles. Th巴yieldwas 34 mg 

(38%). mp 80-83・C. II-I-NMR (60 Ml-lz; CDCI3rrMS) 8: 7.5 (d， 21-1， 1-13， J =6 I-Iz)， 

7.7 (m， 41-1， aromatic protons)， 8.7 (d， 21-1， 1-12， J =6 I-Iz). MS m/z: 180 (M+). 1R (KBr) 

22∞cm-1 (CN). 

4-(4'ーChloroph巴nyl)pyridin巴 wasprepar巴dby ch10rination via diazotization of 4-(4'-

aminoph巴nyl)pyridin巴 Asolution of 4-(4'-aminoph巴nyl)p戸idin巴 (170mg; 1.0 mmo1) in 

c. I-ICI (4.5ml) was treated with NaN02 (79 mg; 1.0 mmo1) keeping the temp巴ratureb巴low

0・C. Stiπing was continued for 15 min， then FeCI3・61-120(270 mg; 1.0 mmol) was 

added. TI1e陀 actionmixture was rcfluxed for 45 min， mad巴basicand extracted with ether. 

The solvent was completely evaporated to leave a yellow solid. This crud巴 4-(4'ー

chloroph巴nyl)pyridinewas conv巴円巴dto th巴quat巴marysalt without further purification. 

4-(4'-Acetamidophenyl)pyridine was pr巴paredfrom 4・(4'-aminophenyl)pyridine.4-

(4'-Aminophenyl)pyridin巴(60mg; 0.35 mmo1) was disso1ved in (CI-I3CO)20 (1.0 m1) and 

stirred at room tcmperature for 5 min. Water (1 ml) was added in order to convert excess 

(CI-I3CO)20 to acetic acid. The mixtur巴 wasmade basic and extracted with ether 

Evaporation of the extract provided a crude product， which was recrystalliz巴dfrom 1-120， 

to give 4-(4'-acetamidoph巴nyl)pyridineas colorless needles.η1巴yl巴1dwas 50 mg (67%). 

mp 216-218・C.11-1ーNMR(60 Ml-lz; CDCI3/d6-DMSOrrMS) 8: 2.1 (s， 31-1， CI-I3CO)， 

7.6 (m， 61-1， aromatic protons)， 8.6 (m， 21-1， 1-12)， 10.0 (br， 11-1， -NI-ICO-). MS m/z: 212 

(M+). IR (KBr): 1660 cm-1 (C=O) 

4-(4'-Dimethylaminophenyl)pyridine was prepared from 4-(4・-aminopheny1)pyridine.

NaB(CN)1-I3 (600 mg; 9.5 mmol) was add巴dto 4-(4'-Aminophenyl)pyridin巴(850mg; 5.0 

mmol) and 6 ml of 37% I-ICHO in 40 ml CI-I3CN. Acetic acid (1 ml) was dropwise add巴d

to this mixtu陀 η1enth巴reactIonmlxtu陀 wasstirred at r∞m temperatu陀 for24 hr， mad巴

basic， and extracted with ether. After removal of ether， the crude product obtained was 
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recrystallized frorn M巴01-1to give a nuorescent substanc巴aslight yellow needles. Th巴

yield was 389 mg. mp 167-171・C.II-I-NMR (60 Ml-lz; CDCI3/d6-DMSOffMS) d: 3.1 

(s，61-1，ーCI-I3)，6.8 (d， 2H， 1-13'， J=9I-1z)， 7.7 (d， 21-1， 1-12'， J =9 I-Iz)， 7.8 (d， 21-1， 1-13， J 

=7 I-Iz)， 8.4 (d， 21-1， H2， J =7 Hz). IR data suggest巴dthat this substance was base-borane 

cornpl巴x，becausc th巴compl巴xtypically shows the peak at 24∞crn-1. So this substanc巴

(297 mg) was dissolved in c.I-ICI (80 ml) and renuxed for 3 days. The reaction mixuture 

was made basic and巴xtractedwi th巴ther. Aft巴rremova1 of ether， th巴 crudeproduct 

obtain巴dwas recrystallizcd from MeOI-l to giv巴4-(4'-dimethylaminoph巴nyl)pyridineas 

pa1e yellow flakes. Th巴 yieldwas 125 mg. mp 236.0-237.5・C.Tended to sublime. 11-1_ 

NMR (60 Ml-lz; CDCI3ffMS) d: 3.0 (s， 6H，ーCI-I3)，6.7 (d， 21-1， 1-13'， J=9I-1z)， 7.4 (d， 

21-1， 1-13，.1 =6 Hz)， 7.5 (d， 21-1， 1-12'，.1 =9 I-Iz)， 8.5 (d， 21-1， 1-12， J =6 Hz). MS rn/z: 198 

(M+). IR (Ksr): Th巴P巴akat 2400 cm-1 disappeared 

4-(3'ーDimethylaminophenyl)pyridinewas prepared from 4-(3'-aminopheny1)pyridine. 

NaB(CN)H3 (950 mg; 15 mmol) was added to 4-(3'-aminophenyl)pyridine (850 mg; 5.0 

mmol) and 4 ml of 37% HCI-IO in 40 rnl CI-I3CN. Acetic acid (1 ml) was dropwise add巴d

to this mixuture. Then the reaction rnixture was stirred at r，∞m temperatu陀 for4 hr， made 

basic， and extractcd with ether. After rernoval of巴th巴r，the crud巴productobtained was 

recrystallized from MeOI-l to give a nuorescent substance as light yellow powder. Th巴

yield was 818 rng. mp 103-109・C. 11-1-NMR (60 Ml-lz; CDCI3ffMS) d: 3.0 (s， 61-1， 

CI-I3)， 6.8-7.5 (m， 41-1， aromatic protons)， 7.8 (d， 21-1， 1-13， J =7 I-Iz)， 8.6 (d， 21-1， 1-12， J 

=7 I-Iz). IR data sllggest巴dthat this substance was base-borane complex， too. So this 

substance (621 rng) was disso1ved in c.I-ICI (8 m1) and renuxed for 13 hr. The reaction 

rnlxutu児 wasmade basic and extracted with ether. The solvent was comp1etely evapor百ted

to leave a pal巴 yellowsolid. This crude 4・(3'-dirnethy1aminophenyl)pyridinewas 

converted to thc quatemary salt withollt fllrther purification. 

2). MPP+ derivatives 
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MPP+ dcrivatives (l一五nwere a1so prepa陀 dby N-m巴thy1ationof 4-pheny1pyridine and 

the co汀espondingprecursors obtain巴daccording to the above methods. Precursors of 

恥1PP+derivatives were disso1ved in m巴thy1iαlide， if neccessary， dimethylfo口namidewas 

added to dissol v巴. The reaction mixtur巴swere kept at room temperature ov巴rnightto 

conv巴口 th巴mto the co汀巴spondingquatemary salts. After evaporation， each product was 

purified by陀 crystal1ization.

トMethy卜4-pheny1pyridiniumiodide (MPP+， ~ was recrystal1ized from 2・propano1as 

pa1e ycl10w need1巴S. mp 174-176.C (dec.). II-I-NMR (400 Ml-lz; CDCI3!fMS) 8: 4.68 

(s， 31-1， N-CI-I3)， 7.58 (m， 31-1， H3'， 1-14')， 7.80 (d-d， 21-1， 1-12'， J =8.1， 1.5 Hz)， 8.24 (d， 

21-1， H3， J =7 I-Iz)， 9.32 (d， 21-1， 1-12， J =7 Hz). MS m/z: 297 (M+). IR (KBr)・30∞cm-I

(N-CI-I3). Ana1. Calcd for C12I-112NI: N，4.71; C，48.50; H，4.07. Found: N，4.51; 

C，48.50; H，4.06 

1-Methyl-4-( 4'-nitrophenyl)pyrid川 iumiodide (1) was recrystal1ized from MeOI-l as a 

yel10w powder. The yie1d was 133 mg (78%). mp 227-228・C(dec田). II-I-NMR (400 

MHz; d6・DMSO)8: 4.38 (s， 31-1， N-CI-I3)， 8.32 (d， 21-1， 1-12'， J =9 I-Iz)， 8.45 (d， 21-1， 

1-13'， J =9 I-Iz)， 8.61 (d， 21-1， H3， J =7.0 I-Iz)， 9.13 (d， 21-1， 1-12， J =7.0 I-Iz). IR (KBr): 

1350， 1520 cm-1 (N02)， 3000 cm-I (N-CI-I3). Anal. Calcd for C12HIIN202I: N，8.19; 

C，42.12; H，3.24; Found: N，7.88; C，41.99; 1-1，3.26 

1-M巴thyl-4-(3'-nitroph巴nyl)pyridiniumiodid巴Q)was recrystal1iz巴dfrom MeOI-l as 

y巴110wcubes. Th巴 yie1dwas 118 mg (69%). mp 287・C(dec.). IH-NMR (400 MHz; d6-

DMSO) 8: 4.37 (s， 3H， N-CH3)， 7.94 (t， 11-1， H5'， J =8.1 Hz)， 8.48 (d-q， 21-1， H4'， 1-1-

6・，J =8.1， 2 I-Iz)， 8.65 (d， 21-1， 1-13， J =6.6 I-Iz)， 8.83 (t， 11-1， 1-12'， J =2 Hz)， 9.10 (d， 21-1， 

H2， J =6.6 I-Iz). IR (KBr): 1350， 1510 cm-1 (N02) 30∞cm-I (N-CI-I3). Ana1. Calcd 

for C121-1 II N2021: N，8.19; C，42.12; H，3.24. Found: N，7.91; C，42.18; 1-1，3.20. 

1-Methyl-4・(4'-aminopheny1)pyridiniumiodide (lQ) w筋肉crystal1izedfrom M巴01-1as 

yel10w ne巴d1es.The yie1d was 139 mg (76%). mp 272-275・C(dec.). II-I-NMR (400 

Ml-lz; CDCI3/d6・DMSOrrMS)8: 4.21 (s， 31-1， N-CI-I3)， 6.23 (br， 21-1， -NI-I2)， 6.73 (d， 
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2H， H3'， J =8.8 Hz)， 7.84 (d， 2H， H2'， J =8.8 Hz)， 8.19 (d， 2H， H3， J =7.3 Hz)， 8.70 

(d， 2H， H2， J =7.3 Hz). IR (KBr)・3000cm田 1(N-CH3). Anal. Calcd for C12H 13N2I: 

N，8.97; C，46.17; H，4.20. Found: N，8.81; C，46.31; H，4.20. 

1・Methyl-4-(3'-aminophenyl)pyridiniumiodid巴(2)was問 crystallizedfrom MeOH as 

yellow needles. Th巴yieldwas 485 mg (64%). mp 225・C(dec.). IH-NMR (4∞MHz; 

d6-DMSO) 0・4.22(s， 3H， N-CH3)， 6.83 (d， 1 H， H4'， J =8 Hz)， 7.10 (m， 2H， H2'， 

H6')， 7.26 (t， IH， 1-15'J=8 Hz)， 8.16 (d， 2H， H3，J=5.5 I-Iz)， 8.66 (s， 21-1，1-12). IR 

(KBr): 3020 cm-I (N-CH3)， 3190 3280 3350 cm-1 (NH2). 

1-M巴thyl-4-(4'-cyanophenyl)pyridiniumiodide (2) was recrystalliz巴dfrom EtOH as 

brown f1akes. The yi巴Idwas 16 mg (27%). mp 149・C(dec.)， 11-1-NMR (400 Ml-lz; d6-

DMSO) 0: 4.35 (s， 3]-[， N-CH3)， 8.13 (d， 2H， H2'， J =8.1 Hz)， 8.24 (d， 2H， 1-13'， J =8.1 

Hz)， 8.57 (d， 2H， H3， J =7 I-Iz)， 9.08 (d， 2H， H2， J =7 Hz). IR (KBr): 2220 cm-I (CN)， 

3∞o cm-I (N-CH3) 

1-Methyl-4-(4'-chlorophenyl)-pyridinium iodide (丑)was recrystallized仕omMeOH as 

yellow f1akes. Th巴 yieldwas 60 mg (44%). mp 257・C(dec.). 1H-NMR (400 Ml-lz; d6-

DMSO) 0: 4.32 (s， 3H， N-CH3)， 7.73 (d， 2H， H3'， J =8.8 I-Iz)， 8.10 (d， 2]-[， H2'， J =8.8 

Hz)， 8.50 (d， 2H， H3， J =7.0 Hz)， 9.02 (d， 2H， H2， J =7.0 Hz). IR (KBr): 3α)0 cm-I 

(N-CH3). Anal. Calcd for CI2HIINClI: N，4.22; C，43.46; H，3.34. Found: N，4.18; 

C，43.38; H，3.32. 

1-Methyl-4-(4'-ac巴tamidophenyl)pyridiniumiodide (主)was陀 crystallizedfrom MeOH 

as pal巴y巴llowneedles. Th巴yieldwas 68 mg (56%). mp >300・C.11-1-NMR (400 Ml-lz; 

d6-DMSO) 0: 2.10 (s， 31-1， -COCH3)， 4.27 (s， 3H， N-CI-I3)， 7.81 (d， 2H， H3'， J =9 I-Iz)， 

8.07 (d， 2H， H2'， J =9 Hz)， 8.42 (d， 2H， H3， J =7.0 Hz)， 8.92 (d， 2H， H2， J =7.0 Hz)， 

10.35 (s， IH， -NHCO-). IR (KBr): 1680 cm-I (CONH). Anal. Calcd for C14J-115N20I: 

N，7.91; C，47.47; 1-1，4.27. Found: N，7.65; C，47.47; 1-1，4.30. 

1-Methyl-4-(4にtrimethylammoniophenyl)pyridiniumdiiodid巴(長)was r巴crystallized

from MeOH as yellow needles. The yi巴ldwas 168 mg (31%). mp 173・C(dec.). 1 H-
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NMR (4α) Ml-lz; d6-DMSO) o: 3.68 (s， 91-1，ーC1-I3)，4.34 (s， 31-1， N-CI-I3)， 8.23 (d， 21-1， 

1-12' or 1-13'，.1 =9.2 I-Iz)， 8.34 (d， 21-1， 112' or 1-13'，.1 =9.2 I-Iz)， 8.61 (d， 21-1， 1-13，.1 =6.6 

I-Iz)， 9.13 (d， 21-1， 1-12，.1 =6.6 Hz). 1R (KBr)・30α)cm-1 (N-CH3). 

1-Methyl-4-(3'-trimcthy1ammoniopheny1)pyridinium diiodide (7J was recrystallized 

from M巴01-1as yel10w ne巴d1巴s.The yie1d was 992 mg (80%). mp 243・C(dec.). 11-1_ 

NMR (400 Ml-Iz; d6-DMSO) o: 3.70 (s， 9H，ーCH3)，4.37 (s， 31-1， N-CH3)， 7.90 (t， 11-1， 

H5'，.1 =8 Hz)， 8.21-8.27 (m， 2H， H4'， H6・)， 8.53 (s， 11-1， 1-12'，.1 =7.0 Hz)， 8.64 (d， 

2H， H3，.1 =7 I-Iz)， 9.14 (d， 21-1， 1-12， .1=7 I-Iz). 1R (KBr): 3∞o cm-1 (N-CI-I3). 

Synlhesis 0/ Monoqual (ぷ)and Paraqua/ (PQ2+， C}C}) 

Monoq1l3t (11) was prepared by N-monomethy1ation of 4，4'ーdipyridylwith methy1 

1αlide. Methy1 iodide (7.1 g; 50 mmol) was added to 4，4'-dipyridyl (1.56 g; 10 mmo1) in 

CHCl3 (50 ml). Th巴 reac110nmlxtllre was Sl1汀巴dat room temperatllr巴for24 hr. Yellow 

P陀 cipitatewas filt巴r巴d.The crude prodllct obtained was recrystallized from EtOH to give 

1-m巴thyl-4-(4'-pyridy1)pyridinium(monoquat，ill as yellow need1es. The yie1d was 1.86 

g (63%). mp 241・C(dec.). 1H-NMR (60 Ml-lz; d6-DMSO) o: 4.4 (s， 3H， N-CH3)， 8.0 

(d-d， 2H， 1-13'， .1=6 Hz， 1 Hz)， 8.6 (d， 21-1， 1-13，.1 =7 I-Iz)， 8.8 (d-d， 21-1， 1-12'，.1 =6 I-Iz， 1 

Hz)， 9.1 (d， 21-1， 1-12，.1 =7 I-Iz). 1R (KBr): 3000 cm-I (N-CI-I3). Anal. Calcd for 

CI11-111N21: N，9.40; C，44.29; 1-1，3.67. FOllnd: N，9.21; C，44.35; 1-1，3.69. 

Paraquat (PQ2+， C1 C1) we陀 preparedby N-m巴thy1ationof 4，4'-dipyridy1 with methyl 

iodide・ 1，1'-Dim巴thyl-4，4'-dipyridiniumdiiodid巴 (paraquat，PQ2+， C1Cl) was 

r巴crystallizedfrom H20!M巴01-1as red need1es. mp >300・C.11-1-NMR (4∞MHz; d6 

DMSO) o: 4.43 (s， 6H， N-CI-I3)， 8.76 (d， 4H， 1-13，.1 =7 I-Iz)， 9.28 (d， 41-1， H2， J =7 Hz). 

1R (KBr): 3000 cm-1 (N-CI-I3). Ana1. Ca1cd for C12HI4N212: N，6.37; C，32.75; H，3.21. 

Found: N，6.52; C，33.01; H，3.16. 

Synlhesis o/C}Cn compoul1ds 
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C1 Cn compounds (n=2-8) were a1so prepar巴dby N-a1kylation of monoquat. 

Co打巴spondingalky1 iodid巴 (5eq.) was added to monoquat in dimethy1formamide. Th巴

reaction mixtures were stirr，巴dat r∞m tempcrature for 20 hr， or at 70・80・Cfor a f，巴whours 

to convert thcm to the corresponding dication compounds. Each crude product that 

appeared was filt巴r巴dand purified by陀 crystallization.

1-Methy1-1'-cthyl-4，4'-dipyridinium diiodide (C1C2) was recrystallized from M巴OHas 

red need1es. Th巴yie1dwas 1.51 g (33%). mp 260-262・C(d巴c.). 1 H-NMR (60 MHz; 

d6-DMSO) 8: 1.6 (t， 3H，ーCH2Cli3，J=7 Hz)， 4.4 (s， 3H， N-CH3)， 4.7 (q， 2H， N-CH2-， 

J =7 Hz)， 8.7 (d， 4H， H3， H3'， J =7 Hz)， 9.2 (d， 2H， H2'， J =7 Hz)， 9.4 (d， 2H， H2， J 

=7 Hz). Ana1. Calcd for C13H16N2J2: N，6.17; C，34.36; H，3.52. Found: N，5.93; 

C，34.43; H，3.54. 

1-M巴thyl-1にpropyl-4，4'-dipyridiniumdiiodide (C1 C3) was recrystallized from M巴OH

as red flakes. The yield was 2.25 g (50%). mp 245-250・C(d巴c.). 1 H-NMR (60 MHz; 

d6-DMSO) 8: 0.7-1.1 (m， 3H， -CH2Cli3， J=7 Hz)， 1.7-2.3 (m， 2H， -C且2CH3)，4目2-5.0

(m， 5H， N-CH3， N-CH2ー)， 8.6-9.0 (m， 4H， H3， H3')， 9.2-9.6 (m， 4H， H2， H2'). Ana1. 

Calcd for C14H18N212: N，5.98; C，35.90; H，3.85. Found: N，6.02; C，36.07; H，3.81. 

I-Melhyl-I ・-butyl-4，4'-dipyridiniumdiiodide (C1 C4) was recrystalliz巴dfrom MeOH as 

red flakes. The yield was 2.56 g (53%). mp 251-254・C(dec.). 1H-NMR (60 MHz; d6-

DMSO) 8: 0.6・1.6(m， 5H，ーCli2Cli3，J=7 Hz)， 1.6-2.3 (m， 2H，ーC.!:i2CH2CH3)，3.7-

5.2 (m， 5H， N-CH3. N-CH2-)， 8.4-9.0 (m， 4H， H3， H3・)， 9.0-9.8 (m， 4H， H2， H2'). 

Ana1. Calcd for C15H20N212: N，5.81; C，37.34; H，4.14. Found: N，5.87; C，37.54; 

H，4.08. 

1-Methy1-1にpenlyl-4，4'-dipyridiniumdiiodid巴 (C1C5) was recrystallized from MeOH 

as red flakes. The yie1d was 2.46 g (50%). mp 245-247・C(dec.). 1 H-NMR (60 MHz; 

d6-DMSO) 8: 0.6-1.1 (m， 3H，ーCH2C且3)，1.ト1.6(m，4H，ーC且2C旦2CH3)，1.6-2.3 (m， 

2H， -Cli2CH2CH2CH3)， 3.9-5.0 (m， 5H， N-CH3， N-CH2-)， 8.4-9.0 (m， 4H， H3， 
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H3・)， 9.0-9.5 (m， 4H， H2， H2・). Anal. Calcd for CI6H22N212: N，5.65; C，38.71; 

H，4.44. Found: N，5.69; C，38.84; H，4.38 

I-Methyl-I'-h巴xyl-4，4'-dipyridiniumdiiαlid巴(C1 C6) was recrystallized from MeOH-

EtOH as red flakes. The yi巴Idwas 1.22 g (24%). mp 240-242・C(decふ IH-NMR(60 

MHz; d6-DMSO) 0: 0.6ー1.0(m， 3H，ーCH2C旦3)，1.0-1.6 (m， 6H， -c且2C且2CH2CH3)，

1.6・2.2(m， 2H， -C.!:!.2CH2CH2CH2CH3)， 4.0-5.0 (m， 5H， N-CH3， N-CH2-)， 8.4・9.0

(m， 4H， 1-13， H3')， 9.0・9.5(m， 4H， H2， H2'). Anal. Calcd for CI7H24N212: N，5.49; 

C刈∞;H，4.71. Found: N，5.47; C，40.06; H，4.64 

I-Mcthyl-I にhcptyl-4，4'-dipyridiniumdiiodid巴(CIC7) was recrystallized from MeOH 

as red flakes. The yield was 2.63 g (50%). mp 244-247・C(dec.). II-I-NMR (60 MHz; 

d6-DMSO) 0: 0.6-1.1 (m， 3H，ーCH2C旦3)，1.1-1.7 (m， 8H， -CH2C_!i2C且2CH2CH3)，

1.7-2.3 (m， 2H， -CH2CH2CH2CH2CH2CH3)， 4.0-5.2 (m， 51-1， N-CH3， N-CH2-)， 8.5 

9.1 (m， 4H， 1-13， 1-13')， 9.1-9.9 (m， 41-1， H2， 1-12'). Anal. Calcd for C18H26N212: 

N，5.34; C，41.22; H，4.96. Found: N，5.39; C，41.32; 1-1，4.87. 

I-Methyl-I・-octyl・4，4'・dipyridiniumdiiodide (CI C8) was r巴crystallizedfrom M巴OHas 

red flakes. The yield was 2.37 g (44%). mp 247-249・C(dec.). 1 H-NMR (60 MHz; d6-

DMSO) 0・0.6-1.0(m， 3H，ーCH2C且3)，1.0・1.6(m， 10H，ーC_!i2C_!i2C_!i2C且2C且2CH3)，

1.6-2.3 (m， 2H， -C_!i2CH2CH2CH2CH2CH2CI-I3)， 4.0-5.1 (m， 5H， N-CH3， N-CI-I2-)， 

8.4-9.1 (m， 4H， 1-13， 1-13')， 9ト9.7(m， 4H， H2， 1-12'). Anal. Calcd for CI9H28N212・

N，5.20; C，42.38; H，5.20. Found: N，5.00; C，42.54; H，5.21. 

I-MethyI-1 にnonyl-4，4'-dipyrid川 iumdibromid巴 (CIC9) and 1・m巴thyl-I'-decyl-4，4'-

dipyridinium dibromide (CI CIO) w巴repr巴sentedfrom Dr. Fujioka 97) 

Synthesis o[ Hapten[or Im11l!llzizatioll 

3-Picolyl chloride (4.92 g， 30 mmol) and triphenylphosphine (1.0 eq) in DMF (150 ml) 

were refluxed at 160・Cunder argon for 5.5 hr. Pink colored p陀 czpztateswe陀 filteredand 

dried inνacuo. 3-Pyridylmethyltriphenylphosphonium chloride hydrochlorid巴 was
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oblained as pale pink powder (c.y. 88%). 1 H-NMR (60 MHz; d6-DMSO) 0: 4.9-5.2(m， 

2H，ーCH2-)7.2(d， 1 H， H5， J =5 Hz) 7.4-8.0(m， 16H， aromalic protons) 8.1 (s， 1 H， H2) 

8.3-8.4 (m， 1H， H6) 

To 3-pyridylmelhyltriphenylphosphonillm chloride hydroch10ride (4.26 g， 10 mmol) in 

anhydrOlls THF (160 ml)， IBuOK (1.0 eq) in anhydrous将 iF(38 ml) was added and 

slirred al room Icmperalllre under argon for 30 min. Then 3・pyridinecarboxaldehyde (1.0 

eq) in anhydrous THF was added dropw日eand slirred at r.t. under argon for 2.5 hr. To 

Ihe reaction mixture 2N NaOH was added and organic layer was dried with anhydrous 

Na2S04. After removal of organic solvent， thc residue was purified with silica gel column 

chrol11alOgraphy (巴luenl;CH2CI2 and AcOEI)， and stilbazole (cis-trans mixlur巴)were 

oblain巴das pal巴 brownoil. The yield was 86%. MS 182(M+) 

Slilbazol巴(1.57g， 8.6 mmol) in b巴nzen巴(1.31) was irradialed with high-p陀 ssureHg 

lump (400 W)， slirring at room lemperalur巴underargon for 20 hr in the presence of '2 (8 

mg) as photo-iniliator. Afler removal of solvent， Ihe residue was purifi巴dwith silica g巴l

column chromalography (elllenl; CI-I2CI2). 3，8-Ph巴nanthrolinewas陀 crystallized仕omn-

hexane as colorl巴ssneedlcs. The yield was 16%. mp 147.0-148.5・C[lil. 139-141・c

128)J. IH-NMR (400 MHz; CDCI3rrMS) 0: 7.97(s， 2H， H5， H6) 8.44(d， 2H， HI， HIO， 

J =6 Hz) 8.87(d， 2H， H2， H9， J =6 I-Iz) 9.36(s， 2H， H4， H7). MS 180(M+). 1，8-

Phenanthroline was recryslallized frol11 n-hexan巴ascolorless n巴edles.Th巴yieldwas 40% 

mp 112.0-113.0・C[liI.I00-I04・C128)1. IH-NMR (4∞MHz; CDCI3rrMS) 0: 7.66(d-

d， 11-1， H3， J =8.1， 4.4 Hz) 7.83(d， 1 H， H5， J =8.8 Hz) 7.92(d， 1 H， H6， J =8.8 Hz) 

8.26(d-d， 1 H， H4， J =8.1， 1.8 Hz) 8.87(d， 11-1， H 1 0，1 =6 Hz) 9.01 (d， 1 H， H9， J =6 Hz) 

9.07(d-d， 11-1， H2， J =4.4， 1.8 Hz) 9.32(s， 1 H， H7). MS 180(M+) 

6-Bromohexanoic acid (3.9 g， 20 mmol) in ac巴lon巴 (40ml) was stiπ巴dwith NaI (2.0 

巴q)at room lempcrature for 33 hr. Colorless precipitate (NaBr) was filt巴redoff. After 

removal of acelone， Ihe residue was r巴cryslallizedfrom n-hexane 10 give 6-iodohexanoic 
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acid as pale yellow needl巴s.Thc yield was 81 %. mp 43.0-43.5・C[Iit. 43-43.5・C129)J 

1 H-NMR (60 MHz; CDCI3rrMS) o・1.4-2.0(m，6H， H3， H4， H5) 2.4(t， 2H， H2， J =6 

Hz) 3.2(t， 2H， H6， J =6 Hz) 9.7(br， 1 H，ーCOOH). MS 242(M+)， 225(M+ーOH)，

197(M+ーCOOH).IR 1700cm-I(C=O) 

To 6-iodohexanoic acid (2.42 g， 10 mmol) and N-hydroxysuccinimid巴(1.0eq) in 

CH2CI2 (60 ml)， DCC (1.0 eq) in CH2CI2 (30 ml) was added dropwise below 5・C.The 

陀 actlOnmlxtllr巴wasstlrr巴db巴low5・Cfor 50 min and then at r∞m temperatu陀 for24 hr. 

Colorless precipitat巴(DCU)was filtered off. After removal of organic solvent， the residue 

was purified with silica g巴1colllmn chromatography (eluent; CH2CI2) and recrystallized 

from n-h巴xane. 6-lodoh巴xanoicacid N-succinimid巴 esterwas obtain巴das colorless 

n巴edles.Th巴yl巴Idwas 41%. mp 76.0-77.0・C. IH-NMR (4∞MHz; CDCI3rrMS) o: 

1.53(m， 2H， H4) 1.78(m， 2H， H3) 1 ι7(m， 2H， H5) 2.63(t， 2H， H2， J =7.0 Hz) 2.84(s， 

4H， Hsllc) 3.20(t， 2l-l， H6， J =7.3 Hz). MS 339(M+)， 225(M+ーO-suc). IR 1740， 1780， 

1810 cm-I(C=O) 

3，8-Phenanthrolin巴(175mg， 0.97 mmol) and 6-iodohexanoic acid N-succinimide ester 

(3.0 eq) in Cl-lCI3 (5 ml) were stirred at rc旧mtemperature for 7 days. Yellow precipitat巴

was filter巴d.3-(5'-N-Succinimidyloxycarbonyl)pentyl・3，8-phenanthroliniumiodide was 

obtained. Th巴crud巴yl巴Idwas 60%. mp 128・C(dec.). 1 H-NMR (400 MHz; d6-DMSO) 

o: 1.44(m， 2H， H3') 1.6・1.8(m，4H， H2'， H4') 2.67(m， 2H， H5') 2.75(s， 4H， Hsuc) 

4.81(m， 2H， H 1 ，) 8.34(d， 11-1，1-16， J =9 I-Iz) 8.50(d， 11-1， H5， J =9 I-Iz) 9.02(d， 1H， 1-110， 

J =6 I-Iz) 9.06(d， 11-1，1-19， J =6 I-Iz) 9.23(d， 11-1，1-11， J =7 I-Iz) 9.57(d， 1H， 1-12， J =7 I-Iz) 

9.65(s， 1H， H7) 10.13(s， 1 H， 1-l4). IR 1730， 1780， 1810 cm-1(C=O). 

To 3-(タ-N-succinimidyloxycarbony1)pentyl-3，8・phenanthro1iniumiodid巴(257mg， 0.5 

mmo1) in DMF (5 ml)， m巴thyliodide (10 ml) was added and stirred at r∞m tempera旬陀 for

29 hr. R巴dprecipitat巴wasfiltered and recrystalliz巴dfrom M巴OJ-l/ether.3-Methyl-8-(5'-

N-sllccinimidyloxycarbonyl)p巴ntyl-3，8-phenanthroliniumdiiodid巴(Hapten)was obtained 

as orange colored ncedles. The yield was 49%. mp 197・C(dec.). II-l-NMR (4∞MHz; 
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d6-DMSO) 0: 1.47(t， 2H， H3'，J=7.5 Hz) 1.72(t， 2H， H4'，J=7.5 Hz) 2.14(t， 2H， 1'12'， 

J =7.5 Hz) 2.72(t， 2H， H5'， J =7.5 Hz) 2.77(s， 4H， Hsuc) 4.62(s， 3H， N-CH3) 4.87(t， 

2H， 1'11'， J =7.5 Hz) 8.64(s， 2H， H5， H6) 9.32(d， lH， 1'11， J =7.0 Hz) 9.42(d， lH， HI0， 

J =7.0 Hz) 9.69(m， 21-1， H2， H9) 10.24(s， 1H， 1-14) 10.33(s， 1H， H7). IR 1730， 1780， 

1810 cm-1 (C=O). Anal. Calcd for C23H25N30412 (M.w. 661.29): N，6.35; C，41.77; 

H，3.81. Found: N ，6.05; C，41.48; H，3.80 

Synthesis 01 Hapten Analogues and Paraqωt Analogues 

Hapt巴nanalogues and paraquat analogues w巴町 synthesizedby N-methylation of巴ach

prccursers. Usually each precursers dissolv巴din methyl iodid巴andr巴actedwith methyl 

iαlide at room ternperature within 1 day. If neccessary， polar solvent (M巴01-1， DMF) was 

added to reaction mixture， and heated or refluxed 

3-M巴thyl-3，8-phenanthroliniumiodide was recrystallized from MeOH as yellow fin巴

needles. Th巴 yieldwas 429も. mp 170・C(dec.). lH-NMR (400MHz; d6-DMSO) 0: 

4.56(s， 3H， N-CH3) 8.35(d， lH， H6， J =9 1-Iz) 8.50(d， 11-1， H5， J =9 1-Iz) 8.98(d， 11-1， 

H 10， J =6 1-Iz) 9.05(d， 1 H， H9， J =6 Hz) 9.13(d， lH， 1-11， J =7.0 1-Iz) 9.52(d， 11-1， 1-12， J 

=7.0 Hz) 9.64(s， 11-1， 1-17) 1O.04(s， 1 H， H4) 

3，8-Dimethyl・3，8-phenanlhroliniumdiiodide was recryslallized from MeOH/H20 as陀 d

needles. The yi巴ldwas 49%. mp 238・C(dec.). 1H-NMR (400 MHz; d6-DMSO) 0: 

4.62(s， 6H， N-CH3) 8.64(s， 2H， 1-15， 1-16) 9.32(d， 21-1， 1-11，1'110， J =7.0 1-Iz) 9.66(d， 2H， 

H2， H9， J =7.0 1-Iz) 1O.24(s， 2H， 1-14， H7). 

8-M巴thyl-I，8-phenanlhroliniumiodide was recrystallized from Me01-l as yellow 

needles. The yield was 74%. mp 243.5・C(dec.). IH-NMR (400 MHz; d6-DMSO) 0 

4.57(s， 3H， N-CH3) 8.05(d-d， 1 H， H3， J=8.3， 4.4 Hz) 8.32(d， 11-1， 1-15， J=9.0 1-Iz) 

8.42(d， 1H， 1-16， J=9.0 Hz) 8.73(d-d， 11-1， H4， J=8.3， 1.5 Hz) 9.02(d， IH， HIO， J=7.0 

Hz) 9.28(d-d， IH， H2， J=4.4， 1.5 1-Iz) 9.50(d， IH， 1'19， J=7.0 Hz) 10.04(s， IH， H7). 
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Anal. Calcd for C13H11N21 (M.w. 322.16): N，8.70; C，48.46; H，3.44. Found: N，8.43; 

C，48.33; H，3.38. 

7-Methyl-1，7-phenanthro1inium iodide was recrystallized from MeOH as yellow 

needles. The yield was 75%. mp 226.0・C. 1H-NMR (4∞MHz; d6-DMSO) 8: 4.73(s， 

31-1， N-CH3) 8.01 (d-d， 11-1， H3， J=8.1， 4.4 Hz) 8.38(d-d， 11-1， 1-19， J=8.4， 5.9 Hz) 

8.56(d， 11-1， H5， J=9.5 ]-[z) 8.76(d， 11-1， H6， J=9.5 Hz) 8.78(d-d， 1 H， ]-[4， J=8.1， 1.8 

Hz) 9.30(d-d， 11-1， H2，J=4.4， 1.8 I-Iz) 9.58(d， 11-1， H8，J=5.9 ]-[z) 10.24(d， 11-1， H10， 

J=8.4 Hz). Ana1. Calcd for C131-1 11 N21 (M.w. 322.158): N，8.70; C，48.46; 1-1，3.44 

Found: N ，8.61; C，48.21; I-I，3.26. 

5-Methylphenanthro1idinium iodide was recrystallized from M巴OHas yellow fine 

need1es. TIl巴yl巴1dwas 78%. mp 205.0・206.0・C. 1I-IーNMR(400 MHz; d6-DMSO) 8 

4.66(s， 3H， N-CH3) 8.11(d-d-d， 1H， H8， J=7.9， 7.0， 1.5 I-Iz) 8.14(d-d-d， 1I-I， 1-13， 

J=7.9， 7.3， 1.5 Hz) 8.17(d-t， 1 H， H9， J=7.0， 1.5 I-Iz) 8.40(d-d-d， 11-1， H2， .1=7.9， 7.3， 

1.5 Hz) 8.55(d-d， 1 I-I， 1-1]， J=7.9， 1.5 Hz) 8.56(d-d， 1 H， H10， J=7.0， 1.5 Hz) 9.15(d-d， 

1H， ]-[7，J=7.9， 1.5 Hz) 9.19(d-d， 1H， H4，J=7.9， 1.5 Hz) 10.30(s， 1H， H6) 

1-Methyl-benzo(f)quinolinium iodide was recrystallized from MeO]-[ as yellow needles 

The yield was 92%. mp 206.5-207.5・C. 1H-NMR (400 MHz; d6-DMSO) 8: 4.70(s， 

31-1， N-CI-I3) 8.00(m， 2H， J-[6， H7) 8.325(d， 1J-[， H8， J=8.4 I-Iz) 8.332(d-d， 11-1， H3， 

.1=8.4， 5.9 J-[z) 8.42(d， 1J-[， J-[9，.I=9.5 I-Iz) 8.71(d， 1H， I-I10，J=9.5 J-[z) 9.13(d， 1H， H5， 

.1=8.1 I-Iz) 9.48(d， lJ-[， J-[2， .1=5.9 J-[z) 10.11(d， 11-1， I-I4， .1=8.4 J-[z). Ana1. Calcd for 

CI4H12N1 (M.w. 321.168): N，4.36; C，52.35; 1-1，3.77. Found: N，4.15; C，52.18; 

1-1，3.57. 

2，2'ーDipyridyl(3.12 g， 20 mmol) and 1，2-dibromoethane (6 m1) were stirred at 110・c

for 16.5 hr. Pale green precipitate was filtered. Diquat dibromid巴 (DQ2+)was 

recrystallized from MeOH as yellowish green need1es. Th巴 yi巴1dwas 41%. mp >250・c

(dec.). 1H-NMR (400 MJ-[z; d6-DMSO) 8: 5.32(s， 4I-I，ーCH2CH2・)8.45(m， 2H， 1-15) 
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8.95(d-t， 2H， H4， J =1.5， 8.1 I-Iz) 9.16(d， 2H， H3， J =8.1 Hz) 9.38(d， 2H， H6， J =5.9 

Hz). 

2，2'-Dipyridyl (3.12 g， 20 mmol) and 1，3-dibromopropan巴(15g) w巴restirred at 160 

.C for 6 hr. Pale green precipitat巴 wasfiltered. Triquat dibromide was recrystallized from 

MeOH as yellow plat巴s.The yi巴Idwas 63%. mp >3∞.c. IH-NMR (400 MHz; d6-

DMSO) 0: 2.76(m， 2H，ーCH2Ct!.2CH2-)4.47(m， 21-1， N-CH2ax-) 5.02(m， 2H， N-

CH2巴q-)8.49(m， 4H， H3， H5) 8.94(t， 2H， H4， J =7 Hz) 9.37(d， 2H， H6， J =5.5 Hz) 

Monぽlllat(2.98 g， 10 mmol) and 3・iodopropionicacid (5 eq) in DMF (50 ml) were 

stiπ巴dat 80・Cfor 7 hr. Orange precipitate was filter巴d.I-Methyl-l・(2"-carbox y )ethy 1-

4，4'-dipyridinium diiodide was recrystalliz巴dfrom MeOH as glittering orange leaflets. The 

yield was 59%. mp 224・C(dec.). II-I-NMR (400恥任u;d6・DMSO)0: 3.14(t， 2H， H2'， 

J =6.6 Hz) 4.43(s， 3H， N-CH3) 4.88(t， 2H， N-CH2-， J =6.6 Hz) 8.76(d， 2H， H3， J =7 

Hz) 8.78(d， 2H， H3'， J =7 Hz) 9.28(d， 2H， H2， J =7 Hz) 9.39(d， 2H， H2'， J =7 Hz). IR 

1740 cm-I(C=O). Anal. Calcd for CI4HI6N20212 (M.w. 498.12): N，5.62; C，33.75; 

H，3.24. Found: N，5.37; C，34.01; H，3.22. 

Monoqllat (894 mg， 3.0 mmol) and 6-iodohexanoic acid (3.3 eq) in D恥IF(15 ml) w巴r巴

stirred at 60・Cfor 5 hr. Ether was added to the reaction mixture， then red precipitate 

appeared was filtered. I-Methyl-I '-(5什 ーcarboxy)pentyl-4，4'-dipyridiniumdiiodide was 

recrystallized from MeOH as orange colored powder. Th巴 yieldwas 61 %. mp 205・c

(de氾).1 H-NMR (400 MHz; d6-DMSO) 0: 1.33(t， 21-1， H3"， J =7.5 Hz) 1.55(t， 2H， H4ヘ

J =7.5 Hz) 1.98(t， 2H， H2ヘJ=7.5 Hz) 2.23(t， 2H， H5"， J =7.5 Hz) 4.43(s， 3H， N-

CH3) 4.68(t， 21-1， HI"， J =7.5 Hz) 8.76(d， 2H， H3， J =7.5 Hz) 8.79(d， 2H， H3'， J =7 

I-Iz) 9.28(d， 2H， H2， J =7 Hz) 9.39(d， 2H， H2'， J =7 Hz). IR 173Ocm-1 (C=O). Anal 

Calcd for C17H22N20212 (M.w. 540.20): N，5.19; C，37.80; H，4.11. Found: N，4.91; 

C，37.54; H，4.01. 

I-Methylpyridinium iodide was recrystallizcd from EtOH as colorl巴sspowder. Th巴

yield was 78%. mp 106.0-108.0・C(d巴c.). II-I-NMR (60 MHz; d6-DMSO) 0: 4.4(s， 31-1， 
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N-CI-I3) 8.2(d-d， 21-1， 1-13， J =6 I-Iz) 8.7(d-d， 11-1， 1-14， J =6 I-Iz) 9.1(d， 21-1， 1-12， J =6 I-Iz) 

Ana1. Calcd for C6I-18N1 (M.w. 221.072): N，6.34; C，32.60; 1-1，3.65. Found: N，; C，; 1-1， 

1-Methy1quino1inium bromide was recrystallized from EtOI-l as y巴llowneed1es. mp 

135.0-137.0・C. 11-I-NMR (400 Ml-lz; d6-DMSO) d: 4.63($， 31-1， N-CI-I3) 8.06(d-d， 11-1， 

1-16， J =7.0，7.3 I-Iz) 8.17(d-d， 11-1，1-13， J =5.5，8.2 I-Iz) 8.29(d-d， 11-1，1-17， J =7.3， 8.6 

I-Iz) 8.48(d， 11-1，1-15， J =7.0 I-Iz) 8.51(d， 11-1，1-18， J =8.6 I-Iz) 9.27(d， 11-1，1-14， J =8.2 I-Iz) 

9.49(d， 11-1， 1-12， J =5.5 I-Iz). 

2-Methy1isα1uinolinium bromid巴wasr巴crystallizedfrom MeOI-l as pa1e yellow n巴ed1es

mp 161.0・162.0・C. 11-1-NMR (400 Ml-lz; d6-DMSO) d: 4.46(s， 31-1， N-CI-I3) 8.06(d-d， 

11-1，1-17， J =7.0，8.0 I-Iz) 8.25(d-d， 11-1，1-16， J =7.3，7.0 I-Iz) 8.34(d， lH， 1-15， J =7.3 I-Iz) 

8.47(d， 11-1， 1-18， J =8.0 I-Iz) 8.56(d， 11-1，1-14， J =7.0 I-Iz) 8.69(d， 11-1，1-13， J =7.0 I-Iz) 

9.99(s， 11-1，1-11). 

Monoquat (894 mg， 3.0 mmol) and benzyl iodide (1090 mg， 5.0 mmo1) in MeOI-l (30 

ml) were stiπ芭dat room temperature for 29.5 hr. Red precipitat巴 wasfiltered トM巴thyl-

l にbenzyl-4，4'-dipyridiniumdiiodid巴 (MBzy2+)was recrystallized from MeOI-l as red 

needles. Th巴yieldwas 86%. mp >140・C(d巴c.). 11-1-NMR (400 Ml-lz; d6-DMSO) d: 

4.43(s， 31-1， N-CI-I3) 5.94(s， 21-1， N-CI-I2ー)7.48(m， 31-1， 1-13"， 1-14") 7.61(m， 21-1， 1-12") 

8.75(m， 41-1， 1-13， 1-13') 9.27(m， 21-1， 1-12) 9.51(m， 21-1， 1-12'). Anal. Ca1cd for 

C181-118N212 (M.w. 516.18): N，5.43; C，41.88; 1-1，3.52. Found: N，5.16; C，41.71; 

1-1，3.49 

To 4-carboxybenzylbromide (1.075 g， 5.0 mmol) and N司hydroxysuccinimid巴(1.1eq) 

in DMF (10 ml)， DCC (1.1 eq) in DMF (6 ml) was added dropwis巴below5・C. The 

reactlOn mlxture was Sll汀edbelow 5・Cfor 60 min and then at r∞m temperatu陀 for11 hr. 

Co1or1ess precipitat巴(DCU)was filtered off. After removal of organic solvent， th巴residue

was purified with silica gel column chromatography (巴lu巴nt;n-hexane/CI-I2C12， 1/1) and 

recrystallized from MeOI-l. 4・Bromomethy1benzoicacid N-succinimide est巴rwas obtained 

as co1orless n巴edles・Theyield was 62%. mp 162-164・C. 11-1-NMR (400 ~任ü;
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CDCI3rrMS) 15・2.91(s，4H， Hsuc) 4.51(s， 2H，ーCH2Br)7.54(d， 2H， H3， J=8.4 Hz) 

8.12(d， 2H， H2，J=8.4 Hz). MS 313:311=1:1(M+). lR 1734， 1769 cm-1(C=O) 

Monoqllat (894 mg， 3.0 mmol) and 4-Bromom巴thylb巴nzoicacid N-succinimide est巴r

(936 mg， 3.0 mmol) in M巴OH(30 ml) we陀 StI汀巴dat 50・Cfor 3 hr. Yellowish orange 

color巴dprecipitate was filter巴d. 1・Methyトl'ー(4"ー(N-sllccinim id yloxycarbon y 1 )pheny 1)一

methyl-4，4'-dipyridinillm bromide iodide (for preparation of V2+-BSA conjugate) was 

recrystallized from EeOH/H20 as brown powders. The yie1d was 14%. IH-NMR (4∞ 
MHz; d6-DMSO) 15: 2.49(s， 4H， Hsuc) 4.02(s， 3H， N-CH3) 5.69(s， 2H， N-CH2-) 

7.4I(d， 2H， H2"， J =8 Hz) 7.79(d， 21-1， H3"， J =8 Hz) 8.32(d， 2H， H3， J =6.4 Hz) 

8.40(d， 2H， H3'， J =6.2 Hz) 8.87(d， 2H， H2， J =6.4 Hz) 9.10(d， 2H， H2'， J =6.2 Hz) . 

1-Methyl-3-phenylpyridinium iodide was recrystallized from EtOH as colorless needles. 

Th巴 yieldwas 90%. mp 156.0-157.0・C. IH-NMR (400 MHz; d6-DMSO) 15: 4.40(s， 

3H， N-CH3) 7.59(m， 31-1， H3'， 1-14') 7.89(d， 2H， H2'， J =7.0 Hz) 8.20(d-d， 1H， H5， J 

=8.1， 5.9 Hz) 8.89(d， 1 H， H4， J =8.1 Hz) 8.95(d， 1 H， H6， J =5.9 Hz) 9.40(s， 1H， H2) 

Anal. Calcd for C12HI2Nl (M.w. 297.148): N，4.71; C，48.50; H，4.07. Found: N，4.44; 

C，48.54; H，3.98 

I-Methyl-2-phenylpyridinium iodide was児 crystallizedfrom EtOH/h巴xaneas colorless 

ne巴dles. Th巴 yieldwas 76%. mp 145.0・146.5・C(dec.). lH-NMR (400 MHz; d6-

DMSO) 15: 4.11(s， 3H， NーCH3)7.66(m， 5H， -Ph) 8.08(d， lH， H3， J =8 Hz) 8.15(d-d， 

1 H， H5， J =6.2 Hz) 8.63(d-d， 1 H， H4， J =8， 6.2 Hz) 9.13(d， 1 H， H6， J =6.2 Hz). Anal. 

Calcd for C121-1 12N1 (M.w. 297.148): N，4.71; C，48.50; H，4.07. Found: N ，4.44; 

C，48.55; H，4.23. 

I-Methyl-2ー(2'-pyridyl)pyridiniumiodid巴 wasrecrystallized from EtOH as pale yellow 

n巴巴dles.The yi巴Idwas 32%. mp 151.5-153.0・C. lH-NMR (4∞Ml-Iz; d6心 MSO)15: 

4.25(s， 3H， N-CH3) 7.71(d-d， IH， H5'， J=7.7， 4.8 Hz) 7.93(d， IH， H3'， J=7.7 Hz) 

8.17(d-d， lH， H4'， J =7.7 Hz) 8.22(d-d， lH， H5， J =7.5， 5.9 Hz) 8.25(d， IH， H3， J 

=8.1 Hz) 8.71(d-d， 11-1，1-14， J =8.1，7.5 Hz) 8.85(d， lH， H6'， J =4.8 Hz) 9.16(d， IH， 
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H6，J=5.9 Hz). Ana1. Calcd for CIIHIIN21 (M.w. 298.138): N，9.40; C，44.31; 

H，3.72. FOllnd: N，9.23; C，44.38; H，3.52. 

1，1'一Dimethyl-2，2にdipyridiniumdiiodide was recrystallized from MeOH/H20 as 

yellow plates. Th巴yi巴Idwas 29%. mp 255.5-257.0・C(dec.). Tended to sublime. 1H 

NMR (400 MHz; d6・DMSO)8: 4.13(s， 6H， N-CH3) 8.46(m， 4H， H3， H5) 8.88(d-d， 2H， 

H4， J =8 Hz) 9.39(d， 2H， H6， J =5.9 Hz). Ana1. Calcd for C12H14N212 (M.w. 440.09): 

N，6.37; C，32.75; H，3.21. Found: N，6.10; C，32.75; H，3.01 

1-M巴thyl-4-(2'-pyridyl)pyridinillmiodide was recrystallized from EtOH as yellow 

n巴巴dles.Th巴 yieldwas 92%. mp 191.0-192.0・C. IH-NMR (400 MHz; d6-DMSO) 8: 

4.36(s， 3H， N-CH3) 7.67(d-d-d， 1H， H5'， J =7.7，5.7， l.l Hz) 8.12(d-d-d， 1H， H4'， J 

=7.7， 1.8 Hz) 8.43(d-d， 11-1， 1-13'， J =7.7， l.l Hz) 8.77(d， 2H， H3， J =7.0 Hz) 8.87(d-d， 

IH， H6'，J=5.7， 1.8 Hz) 9.08(d， 2H， H2，J=7.0 Hz). Ana1. Calcd for C11H11N21 

(M.w. 298.138): N，9.40; C，44.31; 1-1，3.72. Found: N，9.17; C，44.19; H，3.42. 

1，1にDimethyl-2，4'-dipyridiniumdiiodide was recrystallized from M巴0H/H20as 

yellow needles. The yield was 31%. mp 216・C(dec.). 1 H-NMR (400 MHz; d6-DMSO) 

8: 4.15(s， 3H， NI-CH3) 4.47(s， 3H， N1'ーCH3)8.20(d， 1 H， H3， J =8.1 Hz) 8.34(d-d， 

1H， H5，J=7， 6.6 Hz) 8.45(d， 21-1， H3'，J=6.6 Hz) 8.79(d-d， 1H， H4，J=8.1， 7 Hz) 

9.27(d， IH， H6， J =6.6 Hz) 9.30(d， 2H， H2'， J =6.6 Hz). Ana1. Calcd for C12H14N212 

(M.w. 440.09): N，6.37; C，32.75; H，3.21. Found: N，6.23; C，32.57; H，3.21. 

Synthesis oJ Substrate Jor Alltibody Catalysis 

p-Nitroph巴nylpicolinat巴 wassynthesized according to the method of Sigman and 

Jorgensen 117). To 2-carboxypyridine (1.23 g， 10 mmol) andp-nitrophenol (1.0 eq) in 

CHCI3 (50 ml)， DCC (1.0 eq) in CI-ICI3 (50 ml) was add巴ddropwise at r∞m temperature. 

The reaction mixture was stirred at room temperature for 21 hr. Colorless precipitat巴

(DCU) was filtered off. After removal of organic solvent， the residue was recrystallized 

from M巴OHwith charchol. p-Nitroph巴nylpicolinate was obtained as colorl巴ssplat巴s.Th巴
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yield was 259も. mp 145・153・C [Iit. 145-147・C 117)]. 1 H-NMR (400 MHz; 

CDCI3fTMS) u: 7.49(d， 2H， 1-12'，J=9.8 Hz) 7.63(d-d-d， IH， H5，J=7.7， 4.8，1.1 Hz) 

7.98(dーし 1 H， H4， J=7.7， 1.8 Hz) 8.30(m， 1 H， H3) 8.50(d， 2H， H3'， J=9.8 Hz) 8.87(d-

d-d， 1H， H6， J=4.8， 1.8， 0.7 Hz). 

Benzyloxypyridinillm bromid巴wassyn[hesyzed according to !he m巴!hodof Feely e[ al 

120). Pyridine N-oxid巴(1.90g， 20 mmol) and benzyl bromide (3.42 g， 20 mmol) w巴re

dissolved in 2 ml of CH3CN and s[irred a[ room temp巴ra[lIrefor 9 hr. Colorless 

preClpl[a[eS wer巴 filteredand washed wi[h e[her. Benzyloxypyridinillm bromide was 

ob[ained as colorless powders. The yi巴Idwas 72%. mp 82-86・C[Iit. 94-96・C120)]. 

IH-NMR (400 MHz; d6-DMSO) u: 4.71(s， IH， O-CH2-) 5.73(s， IH， O-CH2-) 7.31-

7.49(m， 5H， phenyl pro[ons) 7.57(d-d， 1 H， H6， J=7.0， 2.2 Hz) 8.24-8.27(m， 2H， H3， 

H5) 8.64([， IH， H4，J=7.7 Hz) 9.46(d-d， lH， H2，J=7.0， 1.1 Hz) 

O-Ace[ylpyridine-4-aldoxime was syn[hesyzed according [0 the m巴[hodof Ginsburg 

and Wilson 130). Pyridine-4・aldoxime(1.22 g， 10 mmol) was dissolved in 10 ml of 

(CH3CO)20 by gently hea[ing and [he clear solu[ion was s[irred a[ [1∞m temperatu陀 for20 

hr. Th巴 reac[ionmix[ure was poured into 20 ml of ice cold wa[er， neutralized by Na2C03 

and ex[rac[ed wi[h ether. The organic layer was dri巴dwith MgS04. After removal of 

巴th巴r，the residlle was puri日巴dwith silica g巴1column chromatography (elu巴nt;CH2CI2) 

andπcrystallized from benzene/n-hexan巴 O-Acetylpyridine-4-aldoxim巴 wasobtained as 

colorless Oakes. Th巴y】eldwas 35%. mp 96.0-98.5・C[Iit. 101-102・C130)]. IH-NMR 

(400 MHz; CDCI3fTMS) u・2.26(s，31-1， -CH3) 7.61(d， 2H， H3，J=4.4 Hz) 8.34(s， IH， 

-CH=N-) 8.73(d， 2H， H2， J=4.4 Hz) 

Measurement 01 Redox Potentials 

Redox potentials of MPP+ derivatives (l-lQ)， monoquat (ll) and CI Cn compounds 

(n=I-IO) were m巴asuredin acetoni[rile (CH3CN) at 1 mM  under an argon atmosph巴陀 with

a Pt巴lectrod巴，which included 0.1 M [etrae[hylammonium p巴rchlorate(TEAP) as the 
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Support1ng巴1ectro1yte，using a Nikko Keisoku rotating ring-disk e1ectrode RROE-l， motor 

spe巴dcontroll巴rSC-5， pot巴ntia1swceper NPS-2 and dua1 potentioga1vanostat OPGS-1 

TEAP was pllrchased from Wako Pur巴Chemica1Industries， Ltd. The refer巴ncee1ectrode 

was a saturated ca10me1巴1ectrod巴(SCE).

R巴doxpotentia1s of C1 Cn compounds (n=I-IO) wer巴a1someasured in 0.1 M sodium 

phosphate buffer (pH 7.4) at 1 mM  under argon atmosphere with glassy-carbon e1ectrode， 

in th巴 presenceor absence of 10 mMα-cyc1od巴xtrin(α-CD). 

Redox potentia1s of OQ2+ and MBzy2+ were measured in PBS (pH 7.4) at 1 mM  

under argon atmosphere with glassy-carbon e1ectrode. The va1ues vs. SCE we児 co汀巴cted

to th巴va1uesvs. norma1 hydrogen巴1ectrode(NHE) by adding 241 m Y at 25・c

M easurement 01 s叫IperoxideFormation Using the Cyt. c Reduction Method 

1). Section 1 

Escherichia coli (E. coli)B YB 12-， ATCC 29682 was used. lt was cu1tur巴din G111COS巴

Minima1 (GM) medium which contained 0.02 % MgS04・7H20，0.2% citrate， 1.0% 

K2HP04， 0.35% NaNH4HP04.4H20， 0.5% D-g1ucose and 1.0xJO-3% vitamin BI2 

(YBI2) at 37・Cin a water bath shaker at J 00 rpm with a ratio of flask vo1ume to cu1tur巴

vo1ume of 5: J， and growth was monitored with a Co1巴manJ unior II spectrophotom巴ter1n 

terms of changes in turbidity at 600 nm， using a test tube (diameter J 5 mm) attached to the 

flask. Cu1tures were grown unti1 006∞reached about 0.35 (mid 10g phase)， then the cells 

wer巴 ha円巴stedat 13000xg for 15 min at 4・C，wash巴dthree times with 15 m1 of 10 m M  

potassium phosphate buffer (pH 7.8)， and suspended in 1 m1 of 50 mM  phosphate buffer 

(pH 7.8) 

The standard assay was p巴rformedin 3 m1 of 50 mM  potassium phosphate buffer at pH 

7.8， containing 0.1 mM  ethy1enediaminetetraacetic acid (EOTA) in a 1.0 cm cuv巴tteat 37 

'c.百1巴reactionmixture contained 10μM ferricytochrome c (cyt.c3+)， 187μM D-g1ucose 

and sufficient E. co/i (usua11y 50μ1 of E. coli susp巴nS10np陀 Pむ'Cdaccording to th巴method
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mentioned abov巴).Finally an MPP+ derivative (上l.Q)， PQ2+ and monoquat (U) was 

add巴dto the mixtur巴 andth巴n02-. formation was monitored at 550 nm by continuous 

rneasurem巴ntof cyt. c reduction， using a JASCO UVNIS spec甘'Ophotom巴ter.1 n order to 

confirm 02-. formation， 3000 units of sllperoxide dismutase (SOD) were added after 

cyt.c3+ addition. Ferricytochrome c was purchased from Sigma Chemical Co. SOD was 

obtained from Bo巴hringerMannheim GmbH 

2). Section 2. 

E. coli B SR-9， which was kindly presented by Dr. Chevion (Isra巴1)，was us巴d.Cell 

clllture was almost th巴 sam巴 assection 1. Cell was cultur巴din GM  medium without VBl2 

1 nstead of a Col巴manJunior 11 spectrophotometer， an Erma photoelectric colorimeter AE-

11 N was lIsed and growth was monitor巴dwith it in t巴πnsof changes in turbidity at 620 

nm. Cultll陀 swere grown until OD620 reach巴dabout 0.30 (mid log phase). The standard 

assay was th巴sameas section 1， except that 60 units of SOD we陀 added.

3). Section 3. 

E. coli B VBI2-， ATCC 29682 was used. Cell was cultured in GM  medium with 

1.0x 10-3% VB 12. The other method was the same as section 2 except compounds. 

lnhibition ofGrowcf1 of E. co/i 

E. coli was cultured according to th巴methodd巴scribedabove. In section 2， YE medium 

was us巴dinstead of GM  medillm. YE medium contains GM  medium plus Yeast Ex汀act

(川omg/ml)， which was obtained from Difco. Under aerobic conditions， E. coli was 

cultured in a water bath shaker at IC泊中mandc巴11density was measured at 620 nm with an 

Emla photoelectric colorim巴terAE-I 1 N. Under anaerobic印 nditions，E. coli was cultured 

stayed in an anaerobic chamber and c巴11density was measured at 6∞nm with a Coleman 

Junior II spectrophotom巴ter(section 1) and at 620 nm with an Erma photoelectric 

colorimeter AE-II N (section 2， 3). 



Lethal E.ffect 89) 

Loss of viability was d巴tennincdas follows. The incubation system (10 ml) contained 

Ix107 E. co/i cells/ml and D-glucose (0.5% w/v) in 1.0 mM  potassium phosphate buffer 

(pH 7.4). Viablc cells wer巴 enumeratedby spreading appropriate dilutions in duplicate on 

1 % bactotrypton巴(fromDifco)， 0.5% NaCI medium solidified with 2% agar (from Difヒ0)

and then counting colonies after 24 h of a巴robicincubation at 37・c

Preparation 01 Frenclz Press M embranes 90) 

E. co/i B SR-9 was cultured in 101 of GM  medium with 0.5% D-glucose at 37・Cin a 

Microferm Fenn巴ntorrotating at 400 rpm and flowing air at 12.5 l/min. Cultures were 

grown until OD650 reached 0.7 (mid log phase)， then the cells wer巴 harvested.French-

P陀 ssm巴mbraneswere prepared as following protocol (Scheme M-I). 

Measurement 01 Inlzibitory ~汀ect Oll RespげatoryChain 01 E. co/i (SR-9) 

1). NADH Oxidation. 

The standard assay was performed in 3 ml of 10 mM  potassium phosphat巴 bufferat pH 

7.8 in a 1.0 cm cuvett巴 at37・C.The reaction mixuture contained sufficient French press 

membranes and compound to t巴Sl. Finally NADH (100μM) was added to the mixtur巴and

th巴nNADH consumptIon was monitored at 340 nm， using a Shimadzu UV-visible 

recording spectrophotom巴ter

2). 02 Consumption. 

The standard assay was performed in 2 ml of 10 mM  potassium phosphate buffer at pH 

7.8 in a reaction cell at 37・C.The reaction mixutu閃 contained235μg protein/ml Fr巴nch

press mcm bran巴sand compound to test. After coincubation for 10 min， NADH (0.75 mM) 

was added to th巴 mlxtur巴 andthen 02 was consumed. 02 consumption was detected by 

Clark-typ巴02electrode. 
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Scheme M・1.Prcparation of Frcnch Prcss Mcmbrancs 

cell harv巴st

↓5側帆 15min， 4・c
ppt 

↓ susp巴仙1500ml of 10 mM  Tr凶 C1buff，叫H8) 

↓5側帆 15min， 4・c
measu陀 mentof w巴tweight (37 g) 

↓ 叫 E凶 n印川m1of 10 mMT巾一H町悶C口1b此

F肝コ可r巴'en児叫叫chP恥〉苛r巴ess釘s( ωo  kgi酢'cm2)，3 time白s 

↓8側帆 l行5m川m叩min，4

sup 

↓6∞∞帆 90min， 4'C 

ppt 

↓homogenize in 10 mM  Ttis-HCI buffer (pH 8) 

↓8側 rpm，10 min， 4・c
sup 

↓40000中 m，町民4・c
ppt sup 

↓6附帆川げC

ppt sup LL↓6附 rpm，120 min， 4'C 

ppt 

↓h旧10m

↓8側 r仰p阿m，lη5m川min，4

) sup (ρ20m1り

↓freezed by liq.N2 

store at -78・c

in 10 m恥MTtisト-HCIbuffer (ωpH 8め) 

(46.9 mg prot巴in/ml;by Lowry's method 91)) 



Preparatioll of Proteill COlljugates 

1). Bovine seru01 a1ubu01in (sSA) and keyho1巴 1i01pethe010cyanin (KLH) conjugates of 

the Hapten. 

A solution (400μ1) of the Hapten (5 O1g/011) in water was added to a solution (2011) of 

10 O1g of BSA or 10 O1g of KLH in 200 O1M sodiu01 phosphat巴 buffer(pH 7.4). After 

stirring for 18 hr at 4・C，the solution was exhaustive1y dia1yzed against 10 O1M sodiu01 

phosphate buff.巴r(pH 7.4) at 4・C.The protein concentration of the fina1 solution was 

deterrnined according to the O1ethod of Lowry 91). The 1eve1 of derivatization of the 

prot巴inby the Hapten was deterrnined by absorbance ofthe Hapten at 389 n01 (E=5.2x103 

M-1c01-1). An cpitope density of 12 haptcns per protein O1onOO1er was deterrnin巴dby this 

O1ethod for the BSA conjugate and 460 for th巴 KLHconjugate. The KLH co町ugatewas 

uscd for i0101unization and th巴 BSAconjugat巴 wasused for the screening of O1onoc10na1 

antibodies (01Abs) by enzY01c-1ink巴dimmunosorbent assay (ELlSA). 

2). BSA conjugate of vio10gen (y2+ーBSA).

The vio10gen (12 O1g; 20μ0101)， which has an activated ester part discribed above， and 

BSA (130 mg; 2μmo1) in 20 011 of PsS (pH 7.4) was stirred for 32 hr at 4・C. The 

solution was exhaustive1y dia1yzed against PBS (pH 7.4) at 4・C. The protein 

concentration of the fina1 solution was d巴terrninedaccording to the 01巴thodof Lowry 91). 

Th巴1ev巴1of derivatization of thc prot巴inby th巴vio10g巴nwas d巴terrninedby absorbance of 

the cation radica1 formation reduced by dithionit巴 at604 n01 (E=1.45x104 M-1cm-1). An 

epllop巴densityof 2.2 hapt巴nsp巴rprotein monomer was deterrnin巴dby this O1ethod for the 

y2+ーBSAconjugate. 

Preparat凶 1l0fA同i-paraql泊 tMolloclo凶 1Antibodies 

Antトparaquatmonoc10na1 antibodies (01Abs) were p陀 paredaccording to th巴O1ethodof 

1noue et al. 110) I01munization was performed by intrasp1enic injcction. Briefly，3∞μg 

of llapten-KLH conjugate was absorbed on a nitrocellu10se membrane (1.5x1.5 cm2)， 
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homogenized and suspended in 1.5 ml of saline. Then the antigen solution was injected 

into the spleen of sALB/c mous巴(f<巴mal巴， 8 wk old) through a 25-gauge butterfly needle. 

Three days aft巴rth巴 finalboost (2-wk interval)， 1.29x108 spleen ce11s w巴r巴fusedwith 

1.61 x 1 07 X63-Ag8.6.5.3. mouse myeloma ce11s by treatment with 0.5 ml of 50% 

polye山yleneglycol (PEG 4凹0;Merck) in OMEM for 1 min at 37・C.O恥aM(10 ml) and 

FCS (2 ml) was then add巴d，the suspension was centrifuged at 8凹 rpmfor 15 min and the 

ce11s w巴r巴resusp巴ndedin HAT (hypoxanthine/aminopterin/thimidine) medium. Th巴 ce11s

were grown in 96-w巴11cu1ture plates. Two weeks after the fusion， the supernatants of 

hybridomas w巴rctested for production of anti-paraquat antibodies by ELISA. The positive 

ce11s were cloned by limiting dilution. The resulting 5 hybridomas were larg巴lygrown to 

obtain mAbs in the supernatants. The rilAbs in the supernatants were purifi巴dby 50% 

ammonium sulfate precipitation fo11owed by affinity chromatography on a prt巴inA-

Sepharos巴 ora prot巴inG-Sepharos巴 columnfor IgGs and by gel-filtration column 

chromatography on TSK-GEL G4000SWXL for IgMs. The heavy chain class of the 

purifi巴dmAbs was d巴terlllinedby using biotinylated rabbit anti-mouse immunoglobulins 

specific to IgM， IgG 1， IgG2a， IgG2b or IgG3， and HRP conjugat巴dstreptav】din巴 The

purified IllAbs gav巴proteinbands co打巴spondingto heavy chain and light chain of IgG and 

IgM on sodiulll dodecyl sulfat巴 polyacrylamidegel electrophoresis (SOS-PAGE). Th巴y

were dialyzed against phosphat巴buffersaline (PBS; Na2HP04・12H202.9 g， KH2P04 

0.2 g， NaC1 8.0 g， KCl 0.2 g in 1 1 of H20; pH 7.4) and stor<巴dat -20・Cbefore us巴 Th巴

protein concentration was detennined according to the method of Lowry 91). 

Measurement 01lC50 Value by the Competition ELlSA 

The Hapten-BSA conjugate (10 ng/1ll1; 50μl/we11) in PBS (pH 7.4) was coated on 

microtiter p1ates (Illllllulon 2) for 8-12 hr at 4・C.Th巴 p1ateswere washed at 3 times by 

PBS suppl巴mcnt巴dwith 0.05% Tween 20 (washing buff<巴r).Th巴nuncoat巴dp訂 tsof each 

W巴11wer巴blockcdwith 3% BSA (200μl/w巴11)in 10 mM  HEPES buff，巴rsaline (pH 7.4) 

ー124-



for 3 hr at room tcmpcratll閃 andwashcd at 6 timcs with the washing buffer. The mAbs 

(100 ng/m1， as binding site conc巴ntration)，which wer巴coincllbat巴dwith inhibitors at the 

concentrat旧nsserially di111t巴d2-fo1d in 1 % BSA-PBS for 2 hr at room temperature， were 

transferred to the antigen coated p1ates (50μl!well) and incubated for 2 hr at room 

temperatu陀 Aftcrremova1 of th巴solutionand washing at 6 times with the washing buff，巴r，

a solution of biotiny1ated goat anti-mous巴Igsin 1 % BSA-PBS were tr巴atedat 50μl!well 

for 2 hr at r∞m temperature. Then after wash巴dat 6 times with the washing buffer， HRP 

conjugated slrcptavidin were lreated at 50μ1/w巴11for 1 hr at r∞m temperature. After 

washed at 6 timcs with th巴 washingbuffer， finally each well was lreated with 100μ1 of a 

solution of o-pheny1巴nediamin巴 (0.4mg/m1) in the reaction buffer (5.11 g of citric 

acid.H20 and 18.41 g of Na2I-1P04.12H20 in 11 ofH20) containing 0.015% H202， th巴

yellow co1or was allow巴dto d巴V巴10pfor approximate1y 10 min， and the addition of 50 

μl!well of 4 N 1-12S04 was used to巴ndthc reaction. A titration cu刊巴 wasobtained by 

m巴asuringthe absorbance at 492 nm using a microtiter p1ate reader. 1C50 va1ues wer巴

obtained by巴xtraporatingthe concen町ationwhich showed 50% inhibition. 

Redox Tilralio/l Mellwd 111) 

To a d巴aerat巴dreaction mivture (2.0 m1) containing 3μM of DQ2+ and 3μM of 

vio10gens (y2+) in PBS (pH 7.4) thermostatyzed at 25・C，a small vo1um巴ofdithionite 

solution (50 mM  in 10 mM  NaOI-Iaq) was add巴d.After the equi1ibrium was reached， each 

spectra we陀 monitoredusing a Shimadzu UY-visib1e recording spectrophotometer. . The 

陀 doxpotentia1s of y2+ were ca1cu1ated according to Nernsl equalio/l. 

Nernsl equalio/l 

2.303 RT/nF 10g[DQ2+oxl/[DQ2+陀 dl+EI12(DQ2+)= 

2.303 RT/nF 10gIV2+oxl/(y2+r巴d]+El/2(y2+) 
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The following vallles were sllbstituted to NernSl equalion to obtain the redox potentials of 

y2+. R=8.31 (J/mol・K)，T=298 (K)， F=9.65xI04 (c/mol)， EI/2(DQ2+)=-365 (mY vs. 

NHE). The t巴stwas perfonned at s巴veraltimes. 

Assay of AI11ibody Catalysis 

1). NADI-I-PMS+-Cyt.c3+ system. 

UY kinetic measllrem巴ntsw巴r巴 determinedusing a Shimadzu UY-visible recording 

spectrophotometer. Yelocities were determined spectrophotometrically by m巴asuringthe 

initial absorbanc巴 Incr巴aseat 550 nm dll巴 ton巴ductionof Cyt.c3+ (E=2.lx 104 M-Icm-I). 

The reaction was initiated by NADI-I (f. 100μM) addition to the r巴actionmixture 

containing phenazine methosulfat巴(PMS+;10 nM) and Cyt.c3+ (15μM) in PBS (pI-l7.4) 

with or without m八bs，thermostatyzed at 25・C.NADI-I consumption was also monitored 

at 340 nm. 

2). I-1ydrolysis of p-nitrophenylpicolinate 

UY kinetic measurements were detennin巴dusing a Shimadzu UY-visibl巴 r巴cording

spec廿ophotometer.Yelocities wer巴det巴nmn巴dspec町ophotome凶callyby measuring the 

initial absorbanc巴Increas巴at400 nm due to p-nitroph巴nolfonnation (E=1.27x104 M-Icm-

1). Th巴 陀actionwas initiated by adding an appropriate volume of a stock solution (10 

mM) of the substrate in CI-I3CN to PsS (pl-l 7.4， total 500μ1) with or without metals 

and/or mAbs， thennostatyzed at 25・C

3). Ald巴hyd巴fonnation.

Pyridin巴andb巴nzaldehyd巴 fonnationwere d巴tectedby HPLC using a JASCO PU980 

pump (flow rate; 1.0 ml/min)， JASCO UY970 detector (at 254 nm) and ODS column 

(eluent; 1-120/M巴01-175/25). Th巴 r巴actionwas initiated by adding 100μ1 of a stock 

solution (10 mM) of the sllbstrat巴 in1-120 to 900μ1 of PBS (pl-l 7.4) with or without 

mAbs， thermostatyzed at 37・c.• Th巴 positivereaction was also perfonned in 1 N 

NaOl-laq. 
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4). Degradation of O-ac巴lylpyridin巴ー4-aldoxim巴.

Pyridine-4-aldoxime and 4・cyanopyridincfonnalion we陀 delecledby HPLC using a 

JASCO PU980 pllmp (Oow rale; 1.0 ml/min)， JASCO UV970 deleclor (al 270 nm) and 

ODS collll11n (clllcnl; 1-120/M巴OH95/5 plus 0.05% trielhylamin巴). Th巴reacl10nwas 

initialed by adding 1∞μ1 of a slock solution (10 mM) of出巴 substralein CH3CN 109∞μl 

of PBS (pH 7.4) wilh or wilhoul mAbs， lhcnnoslalyzed al 37・c
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